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TÍTULO 1 
Efecto de la adición de disacáridos, detergentes y amidas a un diluyente tris base 2 
sobre la supervivencia espermática al descongelado en felinos. 3 
 4 
PALABRAS CLAVES  5 
Felino, espermatozoides, criopreservación, diluyentes, ultramicroscopía 6 
 7 
RESUMEN 8 
 9 
Los espermatozoides de la cola epididimal pueden ser recuperados, congelados y 10 
almacenados para su posterior uso, es una biotecnología reproductiva de gran importancia 11 
para ser utilizada en animales en vías de extinción. El objetivo del este trabajo de tesis fue 12 
estudiar diferentes modificaciones en los protocolos de congelación de semen felino con el fin de 13 
introducir mejoras para aumentar la supervivencia espermática al descongelado. La hipótesis fue 14 
que la incorporación de disacáridos, detergentes y amidas a un diluyente tris base provocará 15 
un efecto benéfico en la viabilidad espermática al descongelado. El trabajo de tesis se dividió 16 
en nueve experimentos. Se diseñaron 8 experimentos con el fin de evaluar el efecto sobre la 17 
supervivencia espermática al descongelado de la adición de dimetilformamida, SDS, trealosa 18 
o una combinación de estos componentes a un diluyente tris base. Se diseñó un experimento 19 
en el cual se realizaron estudios ultramicroscópicos con el fin de estudiar el impacto protector 20 
de los diluyentes sobre la célula espermática.  21 
En los resultados de los experimentos 1-8 del plan podemos observar que con el agregado de 22 
disacáridos o amidas al diluyente Tris base no se mejoró la congelabilidad de los 23 
espermatozoides felinos. Sin embargo, se observó un efecto protector sobre los 24 
espermatozoides al agregar un detergente y al combinar un detergente y un disacárido al 25 
diluyente de congelación. En el experimento dirigido a estudiar la ultramicroscopía de los 26 
espermatozoides criopreservados, se observaron los daños ultramicroscópicos generados 27 
durante el proceso de congelación-descongelación en los espermatozoides felinos. Podemos 28 
concluir que en felinos, el agregado de detergente solo o en combinación con disacáridos al 29 
DIL Tris base mejora la viabilidad espermática al descongelado. Así mismo el estudio 30 
ultramicroscopico permitió cuantificar y localizar los daños ocurridos durante el proceso de 31 
congelación-descongelación.  32 
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TITLE  1 
Effect of the addition of disaccharides, detergents and amides in a Tris based 2 
extender on survival of frozen-thawed sperm in cats. 3 
 4 
KEY WORDS  5 
Cat, sperm, cryopreservation, extender, ultramicroscopy 6 
 7 
SUMMARY 8 
 9 
The recovery, freezing and storage of spermatozoa from the cauda of the epididymis is an 10 
important reproductive biotechnology available for use in endangered species. The aim of this 11 
dissertation was to study different extenders used in freezing feline semen to improve frozen-12 
thawed sperm survival. The hypothesis was that the addition of disaccharides, detergents and 13 
amides in a Tris base extender will improve frozen-thawed sperm viability. This work is 14 
divided into nine experiments. The first eight experiments were performed to study the effect 15 
of Dimethylformamide, SDS, Trehalose or a combination of these components on a Tris base 16 
extender on frozen-thawed sperm survival. The last experiment, ultramicroscopic studies were 17 
performed to study the protective impact of the extender on frozen-thawed spermatozoa. 18 
The results from the first eight experiments show that disaccharides or amides added to Tris 19 
base extender does not improve sperm viavility in frozen-thawed cat semen. However, the 20 
addition of detergent or the combination of detergent with a disaccharide improved sperm 21 
vavility. The results from the last experiment pinpointed where damage occurred in frozen-22 
thawed sperm. We can conclude that in felines, adding detergent alone or in combination with 23 
the disaccharide improves sperm viability in frozen-thawed semen. Also, ultramicroscopic 24 
studies showed the amount and location of damage in freezen-thawed semen.  25 
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CAPÍTULO I 1 
 2 
INTRODUCCIÓN GENERAL 3 
El felino domestico (Felis catus) y los caninos (Canis familiaris) son animales de 4 
compañía en los cuales la aplicación de biotecnologías reproductivas no ha alcanzado el grado 5 
de desarrollo ocurrido en los animales de producción.  6 
En la actualidad son muchas las especies de felinos salvajes que se encuentran 7 
amenazadas o en vías de extinción. Esto se debe por un lado a la caza indiscriminada, y por 8 
otro a la pérdida de su hábitat (Díaz y Ojeda, 2000; Díaz y Ojeda, 2012; Jiménez Vaquero, 9 
2013). Los felinos domésticos son utilizados como modelo experimental de felinos silvestres 10 
debido a su relación filogenética. El conocimiento sobre la fisiología reproductiva felina ha 11 
mejorado el desarrollo de técnicas que son aplicables a felinos no domésticos (Luvoni, 2006; 12 
Silva y col., 2000; Rodrigues da Paz, 2012; Vargas y col., 2007; Ptaszynska, 2007; Axner, 13 
2008). Es así que los conocimientos sobre criopreservación de espermatozoides de felinos 14 
domésticos pueden ser de suma utilidad en félidos silvestres en vías de extinción ya que 15 
permiten, aumentar sus posibilidades de preservación (Pukazhenthi y col., 2006; Díaz y 16 
Ojeda, 2000; Díaz y Ojeda, 2012). Las biotecnologías reproductivas usadas en animales 17 
domésticos, han sido implementadas en animales silvestres con el fin de ser utilizadas en 18 
zoológicos, reservas o parques y preservar así especies amenazadas (Comizzoli y col., 2000; 19 
Dresser y col., 1986). La expansión de biotecnologías reproductivas con el fin de promover la 20 
diversidad genética en poblaciones reducidas se ha convertido en una necesidad. La 21 
recuperación de espermatozoides epididimales (EE) y criopreservación espermática son 22 
herramientas de gran potencial para rescatar material genético. Es así que la recuperación 23 
espermática epididimal ofrece un material sumamente valioso a la hora de conservar material 24 
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genético de un individuo que ha sufrido muerte súbita o debe someterse a orquiectomía. 1 
Probablemente la principal ventaja de la recuperación espermática epididimal es que permite 2 
recolectar espermatozoides (E) maduros y fértiles que podrán ser criopreservados y 3 
almacenados para su posterior uso extendiendo, así la vida reproductiva de un individuo. Este 4 
hecho toma especial importancia en animales en vías de extinción. En la Argentina dentro de 5 
los félidos silvestres amenazados se encuentran el Yaguareté (Panthera onca), Gato andino 6 
(Oreailurus jacobita), Ocelote o gato onza (Leopardus pardalis) y Gato del pajonal 7 
(Leopardus calacalo; Díaz y Ojeda, 2000; Díaz y Ojeda, 2012). Los esfuerzos realizados para 8 
preservar estos félidos silvestres en vías de extinción se sumarían al esfuerzo mundial para 9 
evitar las pérdidas de especies en el planeta. 10 
Los espermatozoides felinos pueden ser recolectados mediante electroeyaculación, 11 
utilizando una vagina artificial (VA), por medio de sondaje uretral y recuperado epididimal 12 
(Sojka y col., 1970; Zambelli y Cunto, 2006; Stornelli MC y Stornelli MA, 2002; Stornelli, 13 
MA, 2007a b; Hay y Goodrowe, 1993; Axner y Linde-Forsberg, 1998; Tittarelli y col., 2006; 14 
Platz y col., 1978; Seager, 1976; Pineda y Dooley, 1984; Zambelli y col., 2010a; Fiellers y 15 
col., 2010). Si bien el método de elección es la electroeyaculación hay situaciones en las que 16 
el único método posible es el recuperado epididimal, por ejemplo ante la muerte repentina de 17 
un animal (ANI). Los espermatozoides deben ser recuperados de la cola epididimal y 18 
procesados lo más rápido posible luego de la obtención del epidídimo. Este hecho permite 19 
obtener una gran cantidad de espermatozoides viables (Hay y Goodrowe, 1993; Axner y 20 
Linde-Forsberg, 1998; Tittarelli y col., 2006). Sin embargo si la obtención inmediata de 21 
espermatozoides de la cola epididimal no es posible, el almacenado del órgano bajo ciertas 22 
condiciones permite obtener espermatozoides viables (Luvoni, 2006; Tittarelli y col., 2006; 23 
Tittarelli y col., 2012; Yu y Leibo, 2002; Harris y col., 2001).  24 
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Luego de su recolección, los EF pueden ser preservados mediante la adición de un 1 
diluyente adecuado y su inmersión en nitrógeno líquido (criopreservación). El diluyente debe 2 
permitir obtener altos porcentajes de espermatozoides vivos con motilidad progresiva e 3 
integridad acrosómica luego del proceso de congelación-descongelación, de esta manera 4 
conseguir altas tasas de fertilidad in vivo. Para cumplir con esto objetivos el diluyente necesita 5 
contener azúcares como fuente de energía, sustancias buffer que controlen los cambios de pH, 6 
antibióticos que eviten el crecimiento bacteriano y crioprotectores que reduzcan la posibilidad 7 
de daño de los espermatozoides durante los procesos de congelación y descongelación 8 
(Concannon y Battista, 1989). Mediante la criopreservación, es posible detener el proceso que 9 
sufre el espermatozoide desde la eyaculación hasta la fecundación y conservarlo en el tiempo 10 
potencialmente fértil (Watson, 1995). En algunas especies la conservación de semen es 11 
exitosa, sin embargo en otras esta aplicación es problemática. La pobre supervivencia 12 
espermática representa uno de los mayores aspectos del problema (Holt, 2000). La 13 
criopreservación requiere el refrigerado, equilibrado y empaquetado de la muestra. El 14 
enfriado, congelado y descongelado son eventos que producen estrés sobre la célula 15 
espermática, por lo tanto los espermatozoides criopreservados poseen menor capacidad 16 
fecundante en comparación con los espermatozoides frescos (Watson, 1995).  17 
En 1993 White postuló que en el eyaculado los espermatozoides interactúan con 18 
componentes del fluido seminal, que modifican la funcionalidad espermática lo cual puede 19 
cambiar las propiedades de la membrana espermática y la respuesta a diferentes tratamientos 20 
(White, 1993). El plasma seminal contiene factores que son benéficos en algunas funciones 21 
espermáticas como motilidad, capacitación, reacción acrosómica, viabilidad y/o interacción 22 
espermatozoide-ovocito. Sin embargo estos factores pueden ser dañinos especialmente en la 23 
preservación de los espermatozoides, incluyendo la criopreservación (Manjunath y Therien, 24 
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2002; Bergeron y Manjunath, 2006). Es así que su presencia ha sido asociada con alta 1 
sensibilidad al shock de frío en porcinos (Pursel y col., 1972). En contraposición, se observó 2 
que su remoción no afectó la viabilidad al descongelado en ovinos (Salamon y col., 1973). Se 3 
puede decir que el plasma seminal contiene factores que son benéficos y/o perjudiciales a la 4 
función y/o al almacenado. La naturaleza y característica de esos factores no se conoce en su 5 
totalidad (Manjunath y Therien, 2002). Recientemente se ha comunicado que en el felino 6 
doméstico altas concentraciones de colesterol y triglicéridos en el plasma seminal están 7 
relacionadas con una mejor calidad seminal (García y col., 2013). Al compararse 8 
espermatozoides de eyaculado con espermatozoides de la cola del epidídimo se ha observado 9 
que no existen diferencias en la calidad de los espermatozoides frescos o luego de la 10 
congelación (Tebet y col., 2006; Luvoni, 2006). Algunos trabajos han mostrado que según el 11 
método de recolección pueden variar el volumen y concentración de espermatozoides 12 
obtenidos, así como también algunas anormalidades espermáticas, observándose mayor 13 
cuantía de morfoanomalías en los espermatozoides de origen epididimal (Axner y col., 1998; 14 
Villaverde y col., 2006; Pukazenthi y col., 2002).  15 
La criopreservación de espermatozoides tanto seminales como epididimales y su 16 
posterior utilización, mediante implementación de distintas biotecnologías como lo son la 17 
inseminación artificial (IA) o inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), 18 
permitiría gracias al uso de material genético de gran valor, conservar la biodiversidad de las 19 
poblaciones y evitar la extinción de algunas especies amenazadas. La IA con espermatozoides 20 
criopreservados puede ser útil cuando la hembra y el macho se encuentran en lugares distantes 21 
o cuando el macho ya no está disponible para el servicio natural. Luego de la primer 22 
comunicación realizada por Platz en 1978, de nacimientos logrados mediante IA con semen 23 
felino congelado, se han realizado variados estudios sobre congelación de semen e IA 24 
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utilizando semen criopreservado (Platz y col., 1978; Axner y col., 2004; Hermansson y 1 
Axner, 2007; Siemieniuch y Dubiel, 2007; Zambelli y col., 2002). El interés por el 2 
conocimiento de las diferentes biotecnologías reproductivas en felinos ha ido aumentando y 3 
ha impulsado el desarrollo e implementación de las mismas. 4 
 La IA es una biotecnología reproductiva que aún no se ha incorporado a la práctica 5 
diaria en felinos así como ocurre en los caninos u otras especies de producción. En el felino 6 
esta técnica se ha implementado frecuentemente en trabajos de investigación pero se utiliza 7 
ocasionalmente en los programas reproductivos. Las particularidades de la fisiología 8 
reproductiva, así como conductuales de los felinos tales como agresividad, ovulación 9 
inducida, estacionalidad reproductiva, grandes variaciones individuales en la calidad de 10 
semen entre machos, volumen seminal escaso y alto porcentaje de espermatozoides 11 
anormales; son algunas de las problemáticas a enfrentar al momento de pensar en la 12 
aplicación de esta biotecnología en el felino. 13 
 La hembra felina posee ovulación inducida por el coito, sin embargo, se ha comunicado 14 
que un porcentaje (alrededor del 35%) ovulan espontáneamente (Johnston y col., 2001). Por 15 
lo tanto, en ausencia de estímulo coital es necesario inducir la ovulación artificialmente antes 16 
de la realización de la IA (Axner, 2008). Si la gata es dócil puede realizarse la inseminación 17 
sin necesidad de sedación. Si los animales son agresivos puede necesitarse sedación o 18 
anestesia. Existen diferentes protocolos de IA según el lugar de deposición de semen 19 
(intravaginal, IV; intrauterina, IU; intratubal, IT). Así mismo esta técnica puede realizarse con 20 
semen fresco o conservado (refrigerado o congelado). Las primeras preñeces obtenidas 21 
mediante IA en felinos fueron realizadas en la década del 70´ (Sojka y col., 1970; Platz y col., 22 
1978). Recién 30 años después, en 2000, se retomaron los estudios de IA en la hembra felina, 23 
realizándose el depósito de semen en vagina tanto con semen fresco como criopreservado 24 
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(Tanaka y col., 2000; Tsuitsui y col., 2000a b). Se ha comprobado que la dosis inseminante 1 
debe ser mayor cuando se insemina con espermatozoides criopreservados en comparación con 2 
la dosis utilizada mediante IA con semen fresco (Tsuitsui y col., 2000a b). Las primeras IA 3 
uterinas fueron realizadas quirúrgicamente, más tarde se implementó la canulación del cuello 4 
uterino (Zambelli y col., 2004). En 2012, se realizó la IA oviductal por laparoscopía 5 
obteniéndose preñeces con la utilización de bajas cantidades de espermatozoides (Lambo y 6 
col., 2012; Swanson, 2012). Esta técnica es ventajosa por no ser quirúrgica y requerir un bajo 7 
número de espermatozoides. El primer nacimiento ocurrido luego de la inseminación con EE 8 
criopreservados fue obtenido mediante IA IU unilateral logrando una tasa de preñez de 27,3% 9 
(Tsuitsui y col., 2003). 10 
  Las primeras inseminaciones realizadas con semen criopreservado presentaron bajas 11 
tasas de preñez (Platz y col., 1978; Tsuitsui, 2006). Este hecho, pudo haberse debido por un 12 
lado a las características fisiológicas de la hembra felina y por otro lado a que no se ha 13 
logrado un protocolo óptimo para la congelación de EF. Se ha conseguido mejorar el 14 
porcentaje de preñez obtenido mediante IA con semen congelado-descongelado (Chatdarong 15 
y col., 2007; Axner, 2008; Tsuitsui y col., 2011; Toyonaga y col., 2011; Lambo y col., 2012). 16 
Sin embargo, la evaluación de la madurez folicular, de diferentes protocolos de inducción de 17 
ovulación, y de protocolos de IA; así como el estudio de la influencia de diferentes 18 
crioprotectores sobre la supervivencia al descongelado de EE y eyaculados felinos congelados 19 
permitirán optimizar esta biotecnología.  20 
Varios protocolos de congelación de semen han sido desarrollados en la última década 21 
con el objetivo de minimizar los daños celulares asociados a la criopreservación, sin embargo, 22 
los estudios sistemáticos son pocos ya que el bajo número de espermatozoides obtenidos en 23 
cada eyaculado así como la dificultad para trabajar con gran número de animales limita la 24 
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posibilidad de realizar varios tratamientos en un mismo experimento (Chatdarong y col., 1 
2010). Si bien existen algunas comunicaciones sobre la recuperación y criopreservación de 2 
EE en felinos (Hay y Goodrowe, 1993; Pushett y col., 2000; Axner y col., 2004; Luvoni, 3 
2006; Tebet y col., 2006). Existen pocos estudios de la influencia de diferentes crioprotectores 4 
incorporados al diluyente de congelación sobre la supervivencia espermática tanto seminal 5 
como epididimal al descongelado. Basándose en estudios realizados en caninos, Chatdarong 6 
ha desarrollado un protocolo para la preservación de EF (Chatdarong y col., 2007).  7 
Se sabe que los procesos de criopreservación provocan alteraciones de las membranas 8 
y del metabolismo celular así como pérdida de la motilidad espermática, provocando 9 
disminución de la fertilidad al descongelado (Hammerstedt y col., 1990; Watson, 1995). La 10 
función de las membranas espermáticas está determinada por la interacción de los diversos 11 
componentes, y cualquier evento ocurrido durante el proceso de criopreservación capaz de 12 
alterar esta interacción puede esperarse que altere su función (Aloia, 1988).  13 
Durante el proceso de congelación se pierde aproximadamente el 50% de la población 14 
inicial de espermatozoides debido a los efectos del proceso sobre las membranas, 15 
citoesqueleto, aparato motor y núcleo del espermatozoide (Watson, 1995; Mazur y col., 1970; 16 
Parks y Lynch, 1992). Los cambios más evidentes son la pérdida de la motilidad espermática 17 
y la pérdida de la integridad acrosómica (Paulens, 1993). Obtener un alto porcentaje de 18 
espermatozoides fértiles luego del proceso de congelación-descongelación traerá como 19 
resultado un mayor porcentaje de preñez y camadas más numerosas. Este hecho se encuentra 20 
íntimamente relacionado con la conservación de la integridad estructural y fisiológica del 21 
espermatozoide al descongelado (Held, 1997). Para poder interactuar con el ovocito, el 22 
espermatozoide debe estar vivo, mótil y poseer la membrana plasmática y acrosomal intactas 23 
y funcionales (Stornelli MC y col., 2005). Los cambios ocurridos en las membranas del 24 
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espermatozoide durante la congelación-descongelación son similares a los producidos durante 1 
el proceso de capacitación y reducen la longevidad espermática (Paulens, 1993). Las 2 
modificaciones térmicas que se producen durante los procesos de congelación-3 
descongelación, provocan alteraciones físicas y químicas en las membranas de los 4 
espermatozoides (Watson, 1995). El enfriado aumenta la longevidad del espermatozoide por 5 
disminución del metabolismo, pero puede resultar en estrés y daño celular, evento conocido 6 
como “shock de frío” (Watson, 1981). El shock de frío causa un cambio de fase de los lípidos 7 
de la membrana, los cambios de fase ocurren en su mayoría entre los 5°C y los 15°C (Drobnis 8 
y col., 1993). El enfriado aumenta el ingreso de Ca++ intracelular, hecho que se asocia a la 9 
capacitación espermática (Yanagimachi, 1994). El enfriamiento rápido del semen entre 30°C 10 
y 0°C induce un estrés letal en algunas células el cual es proporcional a la tasa de 11 
enfriamiento (Stornelli MC y col., 2005). Axner y col., observaron que el proceso de 12 
refrigeración no alteraba significativamente la integridad acrosómica y la integridad de 13 
membrana (Axner y col., 2004). Sin embargo, se ha demostrado que la velocidad de 14 
refrigeración influye en la supervivencia espermática y difiere entre los autores (Pukazhenthi 15 
y col., 1999; Pope y col., 1991; Zambelli, 1994; Siemieniuch y Dubiel, 2007; Axner y col., 16 
2004; Wood y col., 1993). El shock de frío es más severo cuando la membrana contiene bajas 17 
concentraciones de colesterol y altas concentraciones de ácidos grasos poli-insaturados 18 
(Darin-Bennet y White, 1977; White y Darin-Bennet, 1976). Ha sido demostrado en 19 
diferentes especies que los EE son más resistentes al shock de frío que los espermatozoides 20 
eyaculados (White, 1993; Gilmore y col., 1998). Sin embargo, EE y espermatozoides 21 
eyaculados (EY) de un mismo felino no mostraron diferencias morfológicas, por lo cual la 22 
exposición al plasma seminal podría ser la causa de una mayor sensibilidad de los EY al frío 23 
(Axner y col., 1998). En contraposición otro estudio demostró que el origen del 24 
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espermatozoide no afecta la susceptibilidad al shock de frío o al efecto de la yema de huevo 1 
sobre el mismo (Hermmanson y Axner, 2007). Estas variaciones pueden deberse a que la 2 
susceptibilidad al shock de frío se relaciona con la composición de la membrana plasmática y 3 
no difiere solo entre especies sino también entre individuos (White, 1993). Si bien los EE o 4 
EY felinos pueden ser exitosamente enfriados y criopreservados manteniendo la capacidad 5 
fecundante, la sensibilidad al frío ha sido poco estudiada (Platz y col., 1978; Tsuitsui y col., 6 
2003; Chatdarong y col., 2006; Harris y col., 2001). Diferentes estudios muestran que el 7 
origen espermático (epididimal, del conducto deferente o del eyaculado) no afecta la 8 
supervivencia al descongelado en el felino (Hay y Goodrowe, 1993; Tebet y col., 2006). En 9 
concordancia con lo anteriormente mencionado, Tebet y col., obtuvieroon resultados exitosos 10 
usando EE para IA (Tebet y col., 2006). Sin embargo, los estudios realizados en este área son 11 
escasos y de limitado desarrollo en comparación con la evolución de la criopreservación de 12 
semen e IA en otras especies domésticas. 13 
Otros factores que modifican la integridad de las membranas (IM) de los 14 
espermatozoides son los relacionados con las características físico-químicas de los diluyentes 15 
utilizados, los cuales pueden provocar alteraciones ultraestructurales, bioquímicas y 16 
funcionales en la célula espermática (Stornelli MC y col., 2005). Por lo tanto, entre los 17 
factores que pueden producir daño sobre los espermatozoides durante los procesos de 18 
criopreservación, se encuentran además del estrés térmico, aquellos relacionados con los 19 
efectos tóxicos provocados por los diferentes crioprotectores y la formación de hielo en el 20 
medio extra e intra celular (Gao y col., 1993; Gao y col., 1995; Watson, 1976; Watson, 1981; 21 
Watson y Duncan, 1988).  22 
El estrés inducido por la formación de cristales de hielo está asociado a los cambios en 23 
la presión osmótica de la fracción no congelada (Watson, 1995). Los solutos permanecen 24 
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disueltos en la fracción de agua líquida aumentando la presión osmótica de la solución. El 1 
proceso ideal sería aquel que logre un enfriamiento rápido que permita minimizar este efecto, 2 
pero a su vez lo suficientemente lento como para permitir la salida de agua intracelular y 3 
prevenir la formación de cristales de hielo dentro de la célula lo cual tiene un efecto deletéreo 4 
sobre la misma (Savignone y col., 2007a). 5 
En la última década se han estudiado diferentes diluyentes para la criopreservación de 6 
semen felino. Los más utilizados son los que contienen Tris Base (TRIS), con el agregado de 7 
distintas sustancias como por ejemplo: crioprotectores (glicerol [GLY], disacáridos), 8 
macromoléculas protectoras de membranas (lipoproteínas de yema de huevo, proteínas de la 9 
leche, glicoproteínas), detergentes del grupo alquil-iónico que actúan sobre la yema de huevo 10 
(dodecil sulfato de sodio [SDS]) y azúcares energéticos permeables (glucosa), capaces de 11 
atravesar la membrana plasmática (Axner y col., 2004; Siemieniuch y Dubiel, 2007; 12 
Hermansson y Axner, 2007; Chatdarong y col., 2010).  13 
Los crioprotectores permiten mantener una mayor proporción de agua líquida a bajas 14 
temperaturas y en consecuencia una menor cantidad de electrolitos posibilitando la 15 
supervivencia celular durante el proceso de criopreservación. Sin embargo, estos compuestos 16 
producen un estrés sobre la membrana plasmática del espermatozoide (Savignone y col., 17 
2007a; Gao y col., 1993). Los crioprotectores utilizados como constituyentes de diferentes 18 
diluyentes para la criopreservación de semen pueden ser clasificados como permeables o 19 
intracelulares, constituidos por moléculas pequeñas que requieren una mayor concentración, y 20 
no permeables o extracelulares formados por moléculas de mayor tamaño que requieren una 21 
menor concentración para proteger a las células de las crioinjurias (Meryman, 1971). 22 
Distintos tipos de azúcares permeables han sido utilizados para actuar como sustratos 23 
energéticos para las células espermáticas y mantener la presión osmótica del diluyente como 24 
11 
 
glucosa y fructosa (Watson, 1979). Por otro lado, los azúcares no permeables (trealosa 1 
[TREA], lactosa, sacarosa, rafinosa) brindan un medio hipertónico causando deshidratación 2 
celular antes de la congelación (Crowe y col., 1989; Crowe y col., 2001). Este efecto 3 
osmótico disminuye el agua intracelular congelable y en relación a esto la cuantía de daño 4 
celular relacionada con la formación intracelular de cristales de hielo (Aisen y col., 2002). La 5 
TREA es un disacárido que posee además una acción protectora relacionada con su 6 
interacción específica con los fosfolípidos de membrana durante la desecación y congelación, 7 
que puede ser capaz de prevenir la separación de fase y la fusión entre las bicapas durante la 8 
congelación (Crowe y col., 1989; Crowe y col., 2001; Bakas y Disalvo, 1991; Chen y col., 9 
2000). Por lo tanto, la TREA es capaz de limitar la transición de fase y aumentar la estabilidad 10 
de la membrana (Crowe y col., 1989; Chen y col., 2000). Este disacárido ha sido utilizado con 11 
éxito en el semen ovino (Aisen y col., 2000, Molinia y col., 1994). Se han logrado buenos 12 
resultados en ovinos con el agregado de 7,6% de TREA al diluyente base, obteniéndose un 13 
64% de motilidad progresiva al descongelado, superando al porcentaje (54,3%) obtenido 14 
utilizando el mismo diluyente base sin el agregado del azúcar (Crowe y col., 1989). En los 15 
ovinos se ha visto que la interacción entre los lípidos de la membrana espermática y los 16 
lípidos de la yema de huevo y de otros componentes de los diluyentes es inestable, y el 17 
agregado de TREA y EDTA (acido etilendiaminotetraacético) a un diluyente Tris base en la 18 
congelación de semen ha demostrado tener un efecto positivo (Aisen y col., 2000). Chen y 19 
col., observaron que la TREA mejoró la supervivencia al descongelado de espermatozoides 20 
bovinos que fueron congelados luego de ser almacenados a 25°C por 24 horas (Chen y col., 21 
1993). Se ha comunicado también que la TREA aumenta la proporción de espermatozoides 22 
intactos en el ratón luego de la criopreservación (Storey y col., 1998).  23 
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En caninos la TREA junto con otros disacáridos como la lactosa, manosa y sacarosa 1 
fueron capaces de reducir los daños acrosomales durante la equilibración. A su vez se vio que 2 
los disacáridos redujeron la muerte al descongelado y/o el porcentaje de daño acrosomal pero 3 
sin mejorar la motilidad (Yildiz y col., 2000). Stornelli y col., evaluaron el efecto 4 
crioprotector de la TREA sobre el semen canino pero no encontraron efectos benéficos al 5 
incluir este disacárido al diluyente para criopreservar el semen, obteniendo índices de 6 
congelabilidad (IC) inferiores con el agregado 5% y 7% de TREA en comparación con el 7 
diluyente TRIS sin el agregado de este azúcar. Sin embargo, con el agregado de 5% de TREA 8 
obtuvieron IC superiores a los obtenidos con 7% y 9% de TREA lo cual se correlacionaría 9 
con la concentración del azúcar en el diluyente y la hipertonía del medio (Stornelli MA, 10 
2004). Esto podría explicarse por la sensibilidad del espermatozoide canino al estrés 11 
osmótico. La utilización de menores cantidades de TREA adicionadas al diluyente 12 
manteniendo la osmolalidad del diluyente TRIS permitió que este azúcar estabilizara las 13 
membranas espermáticas de los espermatozoides caninos evitando el estrés osmótico causado 14 
por concentraciones mayores (Savignone y col., 2008). Es así que el agregado de TREA al 15 
diluyente utilizado para congelación de semen felino en cantidades que no modifiquen la 16 
osmolalidad del diluyente TRIS podría lograr una mejor supervivencia espermática post 17 
descongelación.  18 
Por otro lado, los crioprotectores permeables (GLY, propilenglicol, etilenglicol) 19 
permiten remover gran parte del agua intracelular antes del proceso de congelación, evitando 20 
la formación de cristales de hielo y previniendo de esta manera la ruptura celular asociada a 21 
este proceso. El etilenglicol ha sido usado eficazmente en la criopreservación de embriones 22 
bovinos por su mayor permeabilidad (Voelkel y Hu, 1992). Sin embargo, si lo comparamos 23 
con el GLY, el etilenglicol posee efectos tóxicos de mayor cuantía sobre la célula 24 
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espermática. El GLY es el crioprotector más frecuentemente utilizado en la congelación de 1 
semen, y una de sus principales funciones es la de disminuir la temperatura de congelación de 2 
la solución. Es una sustancia permeable que reduce los daños celulares durante el proceso de 3 
criopreservación, aunque es tóxico para los espermatozoides y a altas concentraciones puede 4 
alterar la viabilidad espermática interfiriendo con la capacidad fecundante del semen 5 
criopreservado (Concannon y col., 1989). Nelson y col., comunicaron efectos deletéreos con 6 
el uso en exceso de Dimetil Sulfóxido (DMSO) y GLY al congelar semen felino (Nelson y 7 
col., 1999). La toxicidad del GLY parece estar relacionada a efectos osmóticos debido a un 8 
aumento en el volumen celular, y efectos no osmóticos relacionados con la toxicidad del GLY 9 
sobre el citoesqueleto, lo que disminuye la capacidad de adaptación del espermatozoide frente 10 
al estrés osmótico (Macías García y col., 2012). Los efectos tóxicos producidos por el GLY se 11 
relacionan con la alteración de la bicapa lipídica, la interacción con las proteínas de 12 
membrana y glicoproteínas y la inducción del aumento de la demanda bioenergética 13 
(Anchordoguy y col., 1987; Armitage, 1986; Crowe y col., 1987; Gomes y col., 2002; 14 
Hammerstedt y col., 1990; Hempling y White, 1984). Este hecho puede ser considerado como 15 
uno de los factores responsables de los fracasos ocurridos en ciertas ocasiones con el uso de 16 
este crioprotector en la criopreservación de semen (Gomes y col., 2002). Gao y col., han 17 
demostrado que este estrés puede reducirse mediante la incorporación del GLY en etapas 18 
(Gao y col., 1993). En la congelación de semen de bovinos, así como en rumiantes silvestres, 19 
al usar concentraciones que oscilan entre 4 y 8% de GLY se observaron buenos resultados. 20 
Sin embargo, concentraciones tan altas como 8% de GLY no son toleradas en otras especies 21 
(Holt, 2000). Axner y Linde-Fosberg proponen utilizar una concentración de 5% de GLY para 22 
congelar semen felino (Axner y Linde-Fosberg, 2002). De acuerdo con esto, Villaverde y col., 23 
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exponen que 5% de GLY es una concentración óptima para criopreservar semen en el felino 1 
doméstico (Villaverde y col., 2013). 2 
La toxicidad del GLY varía y se ve influida por la especie; por lo que la concentración 3 
final óptima resulta de un equilibrio entre el efecto protector y el efecto tóxico del 4 
crioprotector (Nelson y col., 1999). No obstante, sería conveniente continuar los estudios para 5 
determinar cuál es el nivel óptimo de GLY para congelar semen en el felino doméstico.  6 
Trabajos recientes muestran que la adición de amidas al diluyente en diferentes 7 
concentraciones en reemplazo de parte del GLY, permite mejorar los parámetros de 8 
contrastación seminal in vitro, al presentar este compuesto menores efectos tóxicos sobre la 9 
célula espermática. Las amidas pertenecen al grupo de crioprotectores permeables, que actúan 10 
por medio de sus propiedades coligativas disminuyendo el punto de congelación del agua 11 
intracelular y reduciendo la formación de cristales de hielo en el interior de la célula (Bianchi y 12 
col., 2008). De este modo más agua queda en estado líquido a bajas temperaturas manteniendo 13 
así una baja concentración intracelular de solutos creando así un ambiente menos dañino para 14 
el espermatozoide durante la congelación (Holt, 2000). Este efecto benéfico ha sido 15 
comprobado en equinos y aves, no así en caninos especie en la cual se observaron efectos 16 
negativos sobre la MI, IM e AI; estas diferencias pueden atribuirse a la distinta composición 17 
de las membranas en las distintas especies (Gomez y col., 2002; Savignone y col., 2007b). En 18 
felinos aún no hay trabajos que estudien la acción de las amidas sobre la supervivencia 19 
espermática al descongelado. La Dimetilformamida (DMF) es una amida con menor peso 20 
molecular que el GLY; por lo tanto puede reducir el estrés osmótico. La incorporación al 21 
diluyente TRIS de DMF permitiría reducir la cantidad de GLY adicionada al diluyente y 22 
minimizar los efectos tóxicos del mismo sobre los EF durante el proceso de congelación-23 
descongelación. 24 
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Debido a que durante la criopreservación se desestabilizan las membranas, surge la 1 
necesidad de utilizar algún mecanismo estabilizante que modifique la fluidez y proteja al 2 
espermatozoide durante el proceso (Watson, 1995). Los detergentes son sustancias capaces de 3 
solubilizar y alterar las membranas celulares y sus componentes. Los del grupo alquil-iónico, 4 
al cual pertenece el SDS desnaturalizan la estructura nativa de las proteínas de membrana y 5 
las disocian en sus cadenas polipeptídicas. Sin embargo, se ha observado que este detergente, 6 
si se agrega al diluyente en pequeñas cantidades, posee un efecto benéfico sobre la motilidad 7 
espermática e integridad acrosómica durante los procesos de congelación-descongelación, 8 
gracias a su acción sobre la fracción lipoproteica de baja densidad de la yema de huevo la cual 9 
ejerce su acción protectora sobre la superficie celular (Watson, 1976; Pursel y col., 1978). Se 10 
ha comprobado la acción del SDS mejorando el efecto crioprotector de los diluyentes de 11 
semen en algunas especies (Arriola y Foote, 1987; Peña y Linde-Forsberg, 2000; Axner y 12 
col., 2004). Diluyentes a los que se les ha adicionado diferentes cantidades de Equex STM 13 
paste u OEP, ambos contienen SDS, al diluyente ha sido benéfico en porcinos, bovinos, 14 
equinos, caninos, felinos y ratón mejorando la motilidad e integridad acrosómica; con alta 15 
fertilidad in vivo e in vitro (Arriola y Foote, 1987; Martin y col., 1979; Rota y col., 1997; Rota 16 
y col., 1999; Peña y Linde-Forsberg, 2000; Peña y col., 2003; Stornelli MA, 2004; Penfold y 17 
Moore, 1993; Pursel y col., 1978; Axner y col., 2004). Sin embargo la adición de altos 18 
porcentajes de estas sustancias afecta la estabilidad de las membranas plasmática y acrosomal 19 
(Stornelli MA, 2004). En porcinos el agregado de 1-1,5% de OEP mostró un efecto benéfico 20 
sobre espermatozoides criopreservados (Pursel y col., 1978). En caninos incorporar Equex 21 
STM paste aumentó la termoresistencia, lo cual se ve al incorporar el detergente previo al 22 
congelado y no durante el equilibrado (Peña y Linde-Forsberg, 2000). Así mismo, en caninos 23 
el agregado de Equex STM Paste en concentraciones de 2%-2,5%, permitió detectar mediante 24 
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el uso de microscopia electrónica una mayor cantidad de alteraciones ultraestructurales en el 1 
espermatozoide que cuando se agrego 1-1,5% de SDS al diluyente (Jurado y col., 2005; 2 
Stornelli MA, 2004; Stornelli MC y col., 2005; Stornelli MA y de la Sota, 2006). En felinos el 3 
Orvus, el Equex STM paste y el SDS han sido usados con buenos resultados (Axner y col., 4 
2004; Chatdarong y col., 2007; Mizutani y col., 2010). Axner y col., observaron que la 5 
adición de Equex STM Paste al diluyente mejora en el felino doméstico el porcentaje de 6 
acrosomas intactos en EE criopreservados, pero tiene un efecto negativo sobre la longevidad 7 
durante la incubación a 38°C (Axner y col., 2004). Se podría señalar, que altas 8 
concentraciones de SDS no mejoraría la protección ya que una vez que el detergente actúa 9 
sobre la totalidad de los lípidos de la yema de huevo presente en el diluyente lo que hará será 10 
aumentar los daños ultraestructurales de los espermatozoides. Por lo tanto, el efecto benéfico 11 
del detergente se observará hasta que la cantidad adicionada sea tal que comience a actuar 12 
sobre las membranas de la célula espermática (Pursel y col., 1978). Las concentraciones 13 
óptimas de detergente u OEP varían según las especies (Hori y col., 2006). El agregado de 14 
cantidades adecuadas de SDS al diluyente TRIS durante la congelación de EF permitiría 15 
obtener altos IC manteniendo las membranas de la célula espermática más estables.  16 
La formulación de un diluyente Tris base que posea en su composición el agregado de 17 
más de un crioprotector potenciando sus acciones protectoras mejoraría la viabilidad y los 18 
parámetros espermáticos evaluados al descongelado.  19 
Durante la descongelación el espermatozoide atraviesa por todos los procesos que le 20 
ocurrieron durante el enfriado y congelado, pero a la inversa. Las células pueden sufrir daños 21 
irreversibles debido al estrés osmótico por el incremento del volumen celular y salida del 22 
crioprotector de su interior (Gao y col., 1995; Gao y col., 1997). Los diferentes tipos de estrés 23 
a los cuales están sometidos los espermatzoides, durante los procesos de enfriamiento, 24 
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congelación y descongelación, pueden producir alteraciones celulares observables sobre la 1 
ultraestructura del espermatozoide. Los procesos de congelación y descongelación podrían 2 
reducir la longevidad de la célula espermática por alteración de la estructura de la membrana 3 
plasmática, lo cual explicaría por qué la tasa de concepción obtenida con la inseminación IU 4 
es mejor que la obtenida por inseminación IV al usar semen congelado-descongelado (Ström 5 
y col., 1998; Burgess y col., 2001).  6 
 En el humano la subfertilidad o infertilidad se ha visto asociada a baja concentración 7 
espermática (oligospermia), pobre motilidad espermática (astenozoospermia) o anormalidades 8 
morfológicas (teratozoospermia). El estudio de alteraciones espermáticas en los casos de 9 
infertilidad humana han sido demostrados por microscopia electrónica, observándose 10 
malformaciones acrosomales, anormalidades en el axonema y defectos de cromatina como 11 
algunas de las anormalidades más frecuentes; que pueden ocurrir a consecuencia de distintas 12 
patologías (hipogonadismo, varicocele, infecciones, infertilidad inmunológica, obstrucciones 13 
y criptorquidismo, Isidori y col., 2005). 14 
 El felino doméstico ha sido clasificado como teratospérmico en relación al alto 15 
porcentaje de anormalidades espermáticas presentes en el semen de felinos sanos y fértiles 16 
(Axner y Linde-Forsberg, 2007; Long y col., 1996). La calidad del eyaculado difiere dentro 17 
de la especie felina, algunos felinos silvestres poseen baja variabilidad genética por lo que 18 
tienen alta incidencia de teratospermia y un alto número de espermatozoides con defectos 19 
acrosomales, como el chita (Acinonyx jubatus; Wildt y col., 1992). El estudio morfológico de 20 
la célula espermática es uno de los indicadores de funcionalidad celular muy importante al 21 
momento de determinar la calidad de una muestra (Claassens y col., 1992). En algunas 22 
especies como en los bovinos el impacto de las morfoanomalías sobre la fertilidad se 23 
encuentra bien definido, sin embargo no ha sido tan estudiado en los felinos. Es probable que 24 
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así como ocurre en otras especies, las alteraciones de la morfología espermática afecte la 1 
capacidad fecundante de la célula. Howard y col. han demostrado que felinos con menos del 2 
40% de espermatozoides morfológicamente normales tienen bajas tasas de penetración en la 3 
zona pelúcida comparado con felinos con 60% o más de espermatozoides normales (Howard 4 
y col., 1993).  5 
 Las anormalidades se clasifican según su origen en primarias aquellas que se originan 6 
en el testículo durante la espermatogénesis, y secundarias a las adquiridas en el epidídimo 7 
durante la maduración y transporte de los mismos a través de él (Platz y col., 1976). Las 8 
anormalidades primarias suelen comprometer más la fertilidad que las secundarias (Wildt y 9 
col., 1987; Howard y col., 1990; Howard y col., 1991). La influencia de la estación del año 10 
sobre la producción espermática ha sido bien definida en los últimos años (Axner y Linde-11 
Forsberg, 2007; Stornelli MA y col., 2009; Nuñez Favre y col., 2012) Es así que el porcentaje 12 
y tipo de morfoanomalía variará según el felino se encuentre o no en la estación reproductiva 13 
(Núñez Favre y col., 2012). Así como la estación del año, la edad del ANI es otro factor 14 
relacionado con la ocurrencia de anomalías espermáticas (Axner y Linde-Forsberg, 2007). 15 
Algunas anormalidades espermáticas disminuyen durante el tránsito en el epidídimo, mientras 16 
que otras se originan en el mismo, principalmente las localizadas en la cola espermática 17 
(Axner y col., 1999).  18 
 Aunque la morfología espermática puede evaluarse con un microscopio de contraste 19 
de fase en las especies de producción, el principal método para diferenciar entre células 20 
normales y anormales en caninos y felinos es el uso de extendidos de semen teñido con 21 
coloraciones especiales (Stornelli MA, 2007a b; Nuñez Favre y col., 2011). El estudio 22 
morfológico permite detectar anormalidades de la cabeza, de la pieza intermedia y de la cola, 23 
defectos acrosomales específicos o variaciones del tamaño de las cabezas. Células 24 
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espermáticas que son consideradas normales al microscopio óptico (MO) pueden presentar 1 
alteraciones en su morfología que sólo son detectables al microscopio electrónico (ME). La 2 
evaluación morfológica usando microscopía electrónica de transmisión o de barrido es muy 3 
valiosa porque provee información detallada acerca de la morfología e integridad de la célula 4 
espermática que no es posible obtener por medio de otras metodologías. Esta información 5 
posibilita estimar la fertilidad del semen analizado con mayor exactitud que otras pruebas de 6 
análisis de semen in vitro (Jurado y col., 2008). Los detalles ultraestructurales de cualquier 7 
alteración morfológica del semen o el grado de daño de membrana son mejor evaluados 8 
usando este tipo de microscopios de alta resolución (Oettle y Soley, 1988; Rodríguez-9 
Martinez y col., 1993). El microscopio electrónico de barrido (MEB) permite examinar el 10 
espermatozoide completo a un nivel de magnificación elevado y con mayor poder de 11 
resolución que el MO. Además, el secado por punto crítico empleado en este tipo de 12 
microscopía evita las deformaciones de las células espermáticas apreciándose mejor las 13 
estructuras superficiales (Liakatas y col., 1982, Sterzik y col., 1998). Por otro lado, el 14 
microscopio electrónico de transmisión (MET) es una herramienta que permite realizar la 15 
evaluación de las estructuras intracelulares e identificar numerosos defectos estructurales, 16 
tanto de la cabeza como de la cola, que interfieren en el proceso de la fecundación. Si bien la 17 
morfología espermática y la motilidad, estudiadas al MO, son pruebas de contrastación usadas 18 
en la evaluación seminal, no son eficientes para detectar alteraciones cuando los defectos 19 
morfológicos poseen magnitud a escala ultramicroscópica (Crespilho y col., 2006). Por otra 20 
parte, el daño subcelular puede afectar la fertilidad sin tener necesariamente un impacto en la 21 
motilidad (Blottner y col., 2001). Los procesos de congelación-descongelación producen 22 
alteraciones importantes en la membrana plasmática y acrosómica así como en la distribución 23 
del contenido acrosomal. Se han comunicado distintos daños mediante ME en el semen 24 
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congelado-descongelado en caninos como: alteración acrosómica, distribución irregular del 1 
contenido acrosómico e hinchamiento, vesiculación de la membrana acrosomal externa, 2 
hinchamiento y pérdida de la homogeneidad y densidad del contenido acrosómico (Jurado y 3 
col., 2008). Existen escasos estudios sobre la ultraestructura de los EF (Long y col., 1996). 4 
 La microscopia electrónica de transmisión permitirá observar la localización de los 5 
daños espermáticos y relacionarlos con los parámetros de contrastación seminal evaluados al 6 
pre-congelado. Es así que el estudio ultramicroscópico resultaría de gran valor para evaluar el 7 
comportamiento de un diluyente en los diferentes compartimentos celulares y estimar la 8 
eficacia o no del mismo durante la congelación, pudiendo observar la localización del impacto 9 
protector (Jurado y col., 2008; Savignone y col., 2008). Sin embargo, sólo una prueba de 10 
fertilidad a campo permitiría evaluar la capacidad fecundante de esos espermatozoides. 11 
 El continuo estudio de los factores que posibilitan una mejor criopreservación 12 
espermática relacionados con los procesos de congelado-descongelado y la aplicación de 13 
metodologías para la congelación de EF que permitan obtener altos porcentajes de células 14 
viables al descongelado posibilitarán en el futuro la aplicación frecuente de esta biotecnología.  15 
En relación a lo anteriormente expuesto, los cinco objetivos de esta tesis fueron:  16 
1. Evaluar el efecto de la adición de TREA sin variar la osmolalidad del diluyente TRIS 17 
sobre la supervivencia espermática al descongelado. 18 
2. Evaluar el efecto de la adición de DMF al diluyente TRIS sobre la supervivencia 19 
espermática al descongelado. 20 
3. Evaluar el efecto de la adición de SDS al diluyente TRIS sobre la supervivencia 21 
espermática al descongelado. 22 
4. Evaluar el efecto de la adición de TREA+SDS al diluyente TRIS sobre la 23 
supervivencia espermática al descongelado. 24 
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5. Estudiar las alteraciones ultramicroscópicas observadas en los espermatozoides felinos 1 
congelados-descongelados.  2 
  3 
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CAPITULO II 1 
 2 
EFECTO DE LA ADICIÓN DE TREALOSA SIN VARIAR LA OSMOLALIDAD DE UN 3 
DILUYENTE TRIS BASE SOBRE LA SUPERVIVENCIA ESPERMÁTICA POST 4 
DESCONGELACIÓN EN FELINOS 5 
 6 
INTRODUCCIÓN 7 
En la última década se han estudiado diferentes diluyentes para la criopreservación de 8 
espermatozoides. Sin embargo los resultados de diversos estudios muestran que el protocolo y 9 
la composición de los diluyentes podrían mejorarse para obtener mayor eficiencia 10 
reproductiva con el uso de semen criopreservado. Este hecho cobra especial importancia en 11 
felinos, especie en la cual los estudios en este tópico son escasos. La Trealosa (TREA) es un 12 
disacárido que pertenece al grupo de los crioprotectores no penetrantes o extracelulares que 13 
brindan un medio hipertónico causando deshidratación celular antes de la congelación (Crowe 14 
y col., 1989; Crowe y col., 2001). La TREA posee además una acción protectora relacionada 15 
con la interacción específica del disacárido con los fosfolípidos de membrana durante la 16 
desecación y congelación. Mediante este mecanismo es capaz de prevenir la separación de 17 
fase y la fusión entre las bicapas durante la congelación (Crowe y col., 1989; Crowe y col., 18 
2001; Bakas, 1991; Chen y col., 2000; Anchordoguy, y col., 1987; Aisen y col., 2002; Crowe 19 
y col., 1984). Este disacárido forma uniones con los fosfolípidos que hacen a la membrana 20 
menos vulnerable a los cambios morfológicos que ocurren durante el rápido movimiento de 21 
agua (Rudolph y Crowe, 1985; De Leeuw y col., 1993; Aisen y col., 2002; Aboagla y Terada, 22 
2003). La TREA interviene en la fluidez de la membrana haciéndola más estable durante el 23 
proceso de congelación (Aboagla y Terada, 2003). Se ha comunicado además que la TREA 24 
23 
 
reduce los efectos deletéreos producidos por el estrés oxidativo (Hu y col., 2009). Las 1 
propiedades anteriormente detalladas, harían a la TREA un crioprotector más efectivo que 2 
otros disacáridos (Anchordoguy y col., 1987).  3 
Existen numerosos trabajos que estudiaron el efecto de la adición de TREA al 4 
diluyente de congelación (Chen y col., 1993; Sztein y col., 2001; Wolders y col, 1997; Yildiz 5 
y col, 2000; Aisen y col., 2002; Aboagla y Terada, 2003; Reddy y col., 2010). Varios de estos 6 
estudios revelaron un efecto favorable del disacárido en la calidad del semen al descongelado 7 
(Dalimata y Graham, 1997; Liu y col., 1998; Yildiz y col., 2000; Aisen y col., 2000; Aisen y 8 
col., 2002; Aboagla y Terada, 2003; Yamashiro y col., 2007; Hu y col., 2009; Hu y col., 2010; 9 
Sztein y col., 2001). Es así que la TREA ha sido utilizada con éxito para congelar semen 10 
ovino (Aisen y col., 2000; Molinia y col., 1994). En la mencionada especie se lograron 11 
buenos resultados con el agregado de 100mOsm/L de TREA al diluyente base en 12 
comparación con el diluyente sin TREA (Aisen y col. 2002). Concordando con lo observado 13 
por Aisen y col., otros investigadores observaron que la adición de TREA a un diluyente 14 
aumentó la supervivencia de semen congelado en el ovino (Matzuoca y col., 2006; Berlinguer 15 
y col., 2007; Bucak y col., 2007; Tonieto y col., 2010; Jafaroghli y col., 2011, Quan y col., 16 
2012). Aisen y col., observaron en el test hiposmótico que el porcentaje de membranas 17 
íntegras era significativamente más alto en el diluyente que contenía TREA comparado con 18 
aquel diluyente que no la contenía (Aisen y col., 2005). Así mismo, pudieron detectar una 19 
reducción en el estrés oxidativo sufrido por las células criopreservadas (Aisen y col., 2005). 20 
La TREA logró mejorar la viabilidad y fertilidad del semen congelado-descongelado en 21 
ovinos, permitiendo la obtención de una tasa de fertilidad 2,5 veces mayor que la tasa 22 
obtenida con el diluyente sin trealosa (Aisen y col., 2000; Aisen y col., 2002; Aisen y col., 23 
2005). Siguiendo con estos hallazgos, Aisen y col., observaron en ovinos un efecto favorable 24 
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en la motilidad espermática luego de descongelar semen criopreservado con bajas 1 
concentraciones de TREA agregadas al diluyente y un efecto desfavorable al congelar con 2 
altas concentraciones (Aisen y col., 2002).  3 
En porcinos se observó un efecto protector con el agregado de TREA al diluyente de 4 
congelación (Hu y col., 2009). Hu y col. evaluaron el efecto de distintas cantidades de TREA 5 
en los parámetros espermáticos pos descongelación, obteniendo los mejores resultados al 6 
utilizar 100 mOsm/L de TREA (Hu y col., 2009). De acuerdo con lo descripto por Aisen y 7 
col. en ovinos, en porcinos se observó un efecto deletéreo sobre la motilidad, actividad 8 
mitocondrial e integridad de membrana de espermatozoides criopreservados con 9 
concentraciones más altas (200 mOsm/L) del disacárido (Hu y col., 2009; Aisen y col., 2002).  10 
A diferencia de lo observado en otras especies, como porcinos y ovinos, Aboagla y 11 
Terada comunicaron que la TREA adicionada al diluyente en altas concentraciones (260-375 12 
mOsm/L) mejora significativamente la congelabilidad del semen caprino (Aboagla y Terada, 13 
2003). Los mencionados autores observaron un aumento en la fluidez de la membrana 14 
espermática antes del congelado y una disminución en las anormalidades espermáticas al 15 
descongelado cuando se comparó la TREA con sacarosa (Aboagla y Terada, 2003; Jafaroghli 16 
y col., 2011). 17 
 En bovinos, distintos investigadores observaron un efecto benéfico con el agregado de 18 
100 mOsm/L de TREA a un diluyente de congelación sobre la calidad espermática evaluada 19 
al descongelado (Hu y col., 2010; Chhillar y col., 2012). En esta especie, los trabajos 20 
realizados revelaron una mejor motilidad y viabilidad espermática, así como también un 21 
efecto positivo en la reducción de los daños asociados al estrés oxidativo y en la prevención 22 
de la capacitación espermática (Hu y col., 2010; Chhillar y col., 2012). Similares resultados se 23 
obtuvieron en bubalinos (Reddy y col., 2010). Por el contrario, en el conejo (European 24 
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brown) no se observó una mejora en la viabilidad ni un aumento en la fertilidad del semen 1 
criopreservado con TREA (Kozdrowski, 2009). En esta especie con el uso de la misma 2 
concentración de TREA (100 mOsm/L) que mejora la calidad de semen al descongelado en 3 
especies como porcinos, bovinos y bubalinos, se observó una disminución en la motilidad 4 
espermática (Kozdrowski, 2009; Aisen y col., 2002). 5 
Stornelli y col., evaluaron el efecto crioprotector de la TREA sobre el semen canino 6 
pero no encontraron efectos benéficos al incluir TREA al diluyente para criopreservar semen 7 
canino, obteniendo IC inferiores con el agregado de TREA en comparación con el diluyente 8 
TRIS sin el agregado de este azúcar. Sin embargo con el agregado de 5% de TREA 9 
obtuvieron IC superiores a los obtenidos con 7% y 9% de TREA lo cual se correlacionaría 10 
con la concentración del azúcar en el diluyente y la hipertonía del medio (Stornelli MA, 11 
2004). Esto podría explicarse por la sensibilidad del espermatozoide canino al estrés 12 
osmótico. La utilización de menores cantidades de TREA adicionadas al diluyente, las cuales 13 
no modificaban la osmolalidad del Tris base, permitió que este azúcar estabilizara las 14 
membranas espermáticas de los espermatozoides caninos evitando el estrés osmótico causado 15 
por concentraciones mayores (Savignone y col., 2007a).  16 
 Las variaciones observadas en la supervivencia espermática al descongelado, 17 
obtenidas en las distintas especies en relación a la cantidad de TREA incorporada al diluyente, 18 
podría deberse a la diferente composición de las membranas, a la composición de los 19 
diluyentes utilizados o a diferencias en la tolerancia osmótica de cada especie y/o individuo 20 
en particular.  21 
Si bien se han realizado estudios sobre congelación de semen felino, no se ha 22 
estudiado el efecto de la adición de TREA al diluyente de congelación espermática. El 23 
agregado de TREA al diluyente utilizado para congelación de EF en cantidades que no 24 
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modifiquen la osmolalidad del Tris base podría lograr una mejor supervivencia espermática post 1 
descongelación. 2 
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la adición de TREA al diluyente 3 
Tris base sobre la supervivencia espermática al descongelado. La hipótesis planteada fue que 4 
la incorporación al diluyente Tris base de concentraciones de TREA que no modifiquen la 5 
osmolalidad del Tris producirá una mayor acción protectora sobre los espermatozoides 6 
durante el proceso de congelación-descongelación. 7 
 8 
MATERIALES Y MÉTODOS 9 
Con el fin de cumplir con el objetivo planteado se diseñaron dos experimentos. 10 
Experimento 1 11 
 Se utilizaron felinos (n=15) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 12 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilizando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 13 
felinos utilizados fueron incluidos en un plan de control urbano de la reproducción. Luego de 14 
la orquiectomía bilateral, los testículos y epidídimos (EPI) de cada ANI se colocaron 15 
inmediatamente en solución fisiológica (SF) con el agregado de 100 IU/ml de penicilina, 16 
mantenidos a temperatura ambiente y enviados rápidamente al laboratorio (Slatter, 1993).  17 
 Los EPI fueron procesados dentro de las 4 h posteriores a la orquiectomía, tiempo que 18 
se tarda desde la orquiectomía hasta la llegada de los órganos al laboratorio. Se separaron las 19 
colas de los epidídimos y se atemperaron en un baño termostatizado a 37°C por 10 minutos en 20 
0,75 ml de Tris base (Tris 3,025g, ácido cítrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua destilada csp 100 21 
ml). La recuperación de los EE se realizó por cutting de la cola del epidídimo (Tittarelli y col., 22 
2006). 23 
  24 
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Pruebas de contrastación del material seminal in vitro: 1 
 Los EE obtenidos en Tris base fueron colocados en un baño termostatizado a 37ºC y 2 
sometidos a las siguientes pruebas de contrastación:  3 
Examen macroscópico: 1) Color; 2) Aspecto; 3) Volumen (ml). 4 
Examen microscópico: 1) Concentración espermática (CE; 106/ml), se calculó realizando el 5 
conteo en cámara de Neubauer (Johnston y col., 2001); 2) Motilidad individual (MI), una 6 
muestra de 10 l de los EE frescos se colocó en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocó 7 
un cubreobjetos y se observó por microscopía a 400 X. Se estimó, en varios campos, el 8 
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (Johnston y col., 2001); 3) Vigor (VI, 9 
escala 1-5), se colocó 10 l de los EE frescos en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocó 10 
un cubreobjetos y se observó por microscopía a 400 X. Se estimó, en varios campos, el tipo 11 
de movimiento individual (Johnston y col., 2001; Axnér y col., 1998); 4) Morfología 12 
espermática (ME; % de espermatozoides normales), se observaron 100 espermatozoides por 13 
microscopía a 1000 X utilizando tinción 15 Biopur (Axnér y col., 1998); Figura 2.1A; 5) 14 
Acrosomas intactos (AI, % de acrosomas intactos), una muestra de los EE se procesó para su 15 
estudio por microscopía de fluorescencia con el conjugado de Pisum sativum aglutinin-16 
isotiocianato de fluoresceína (Mendoza y col., 1992). Se observaron 100 acrosomas a 1000 X; 17 
Figura 2.1B; 6) Integridad de membrana (IM, % membranas intactas), una muestra de los EE 18 
se procesó para su estudio por microscopía de fluorescencia con el conjugado de diacetato de 19 
carboxifluoresceína (DIC) y Yoduro de propideo (YP; Harrison y Vikers, 1990). Se 20 
observaron 100 espermatozoides 1000 X; Figura 2.1C.  21 
  22 
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Figura 2.1. Pruebas de contrastación del material seminal in vitro. A: tinción 15® Biopur SRL, 39 
objetivo 1000X, se observa un espermatozoide felino con 3 cabezas y piezas 40 
intermedias y colas triples; B: estudio por microscopía de fluorescencia con el 41 
conjugado con el conjugado de Pisum sativum aglutinin-isotiocianato de 42 
fluoresceína, se observan varios espermatozoides felinos con sus acrosomas 43 
intergros (flecha blanca) y acrosomas rotos (flecha amarilla). C: estudio por 44 
microscopía de fluorescencia con el conjugado de DIC y YP, se observan dos EF 45 
con membrana plasmática rota. 46 
A 
B 
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 Para realizar la congelación de los EE se utilizaron dos diluyentes diluyentes (n=2) 1 
diferentes. Los EE recuperados se mezclaron con un volumen calculado de cada uno de los 2 
diluyentes descriptos para obtener una concentración final de 50 x106 espermatozoides/ml. Se 3 
utilizó un diluyentes Tris base sin el agregado trealosa (TRIS) o con el agregado de 0,312% 4 
(3.3 mOsm/L) de trealosa (TREA). El diluyente TRIS que se utilizó tenía la siguiente 5 
composición: Tris (2,4 g), ácido cítrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), glicerol (5 g), yema de huevo 6 
(20% v/v), penicilina sódica (0,06 g), sulfato de estreptomicina (0,1 g), y agua destilada 7 
(cantidad suficiente para[csp] 100ml; Zambelli y col., 2002). Luego de un tiempo de 8 
equilibración de 1 hora a 4ºC, los EE diluidos fueron envasados en pajuelas de 0,25 ml y 9 
congelados de acuerdo a la técnica descripta por Axner (Axner y col., 2004). La 10 
descongelación de los EE se realizó a 37 ºC durante 1 minuto (Stornelli MA, 2004). 11 
 Los EE congelados-descongelados fueron sometidos a las mismas pruebas de 12 
contrastación microscópica que los EE frescos. 13 
 14 
Experimento 2 15 
 Se utilizaron felinos (n=4) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 16 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilizando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 17 
felinos fueron alojados en una habitación acondicionada, en jaulas individuales, alimentados 18 
con alimento balanceado (Fit 32®, Royal Canin, Argentina) y agua ad-libitum. Los ANI se 19 
encontraban sometidos a un régimen de luz artificial incandescente con luces de 100 W a 20 
aproximadamente 50 cm de los felinos. Para mantener la producción espermática durante el 21 
estudio se alternaron ciclos de fotoperíodo largo (CFL) con ciclos de fotoperíodo cortos 22 
(CFC; Nuñez y col., 2012). Los felinos fueron anestesiados con ketamina (25 mg/kg i.m; 23 
Ketamina 50®, Holliday-Scott SA, Argentina, xylazina (1mg/kg i.m; Kensol® Köning SA, 24 
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Argentina) y atropina (0.04 mg/kg i.m.; Slatter, 1993) y sometidos cada 15 días a 1 
electroeyaculación (Stornelli MA y col., 2007a; Nuñez y col., 2012). La electroeyaculación 2 
fue realizada mediante la técnica descripta por Howard y col. (Howard y col., 1990). Los 3 
animales recibieron un total de 80 estímulos divididos en 3 series (de 30, 30 y 20 impulsos 4 
respectivamente) con 2-3 minutos de descanso entre las series. La primera serie consistió en 5 
10 estímulos de 2V, 10 estímulos de 3V y 10 estímulos de 4V. La segunda serie consistió en 6 
10 estímulos de 3V, 10 estímulos de 4V y 10 estímulos de 5V. Por último se aplicaron 10 7 
estímulos de 4V y 10 estímulos de 5V. Se obtuvieron un total de 12 eyaculados, 3 por cada 8 
ANI.  9 
El semen obtenido fue congelado con los diluyentes y la metodología descripta en el 10 
experimento 1. Se utilizó la misma metodología de descongelación. El semen fresco y 11 
congelado-descongelado fue sometido a las mismas pruebas de contrastación descriptas en el 12 
Experimento 1.  13 
 14 
Análisis estadístico 15 
 Los datos fueron analizados mediante ANOVA con PROC GLM de SAS® (SAS, 16 
2003). 17 
 18 
Marco bioético del uso de animales 19 
Este experimento se realizó respetando las recomendaciones internacionales 20 
especificadas en la guía para el cuidado y uso de los animales de laboratorio y utilizando las 21 
recomendaciones de la Academia de Ciencias de EEUU referidas al uso de felinos como 22 
animales de laboratorio (National Research Council, 2002). Estas recomendaciones fueron 23 
tenidas en cuenta en lo referente a la atención veterinaria, medio ambiente, alimentación, 24 
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sanidad, identificación, sujeción, administración de drogas, toma de muestras de sangre y 1 
procedimientos experimentales (National Research Council, 2002). Además contó con la 2 
aprobación del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de 3 
la FCV-UNLP (26-4-12). 4 
 5 
RESULTADOS 6 
  En el experimento 1, el porcentaje de MI, IM e AI en los EE frescos fue superior al de 7 
los EE congelados-descongelados (60,71±3,08 vs 18,66±3,08; 61,78±3,08 vs 25,17±3,08; 8 
50,07±3,08 vs 26,14±3,08; P <0.001; Figura. 2.2. A.C, y D). El porcentaje de MI, VI, IM y AI 9 
fueron similares entre los EE congelados-descongelados con TRIS o con TREA (Figura 2.3. 10 
A-D).  11 
En el experimento 2, el porcentaje de MI, VI, IM y AI en el semen fresco fue superior 12 
al del semen congelado-descongelado (89,09±3,86 vs 20,27±3,86; 4,81±0,11 vs 3,27±0,11; 13 
76,72±4,31 vs 28,22±4,31; 63,18±4,53 vs 51,45±4,75; P<0.001; Figura 2.4. A-D). El 14 
porcentaje de MI, VI, IM y AI fue similar entre el semen congelado-descongelado con TRIS o 15 
con TREA (Figura 2.5. A-D).  16 
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Figura 2.2. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados. Valores expresados en 29 
CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 2.3. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados con TRIS y con TREA. 29 
Valores expresados en CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
FRESCO TRIS TREA
M
ot
ili
da
d 
In
di
vi
du
al
 (%
)
0
20
40
60
80
100
A
B B
FRESCO TRIS TREA
V
ig
or
0
1
2
3
4
5
FRESCO TRIS TREA
In
te
gr
id
ad
 d
e 
M
em
br
an
a 
(%
)
0
20
40
60
80
100
A
B B
FRESCO TRIS TREA
In
te
gr
id
ad
 d
el
 A
cr
os
om
a 
(%
)
0
20
40
60
80
100
A
B
B
A B 
C D 
34 
 
  1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 
 23 
 24 
 25 
 26 
Figura 2.4. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 27 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado. Valores expresados en CMM±ES. Letras diferentes 28 
sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 29 
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Figura 2.5. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado con TRIS y con TREA. Valores expresados en 29 
CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001).30 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 1 
Nuestros resultados muestran un descenso significativo en todos los parámetros 2 
evaluados en los espermatozoides congelados-descongelados en comparación con los valores 3 
observados en fresco con los dos diluyentes utilizados. El descenso observado en nuestro 4 
trabajo en la MI fue superior al observado en felinos en otros estudios (Axner y col., 2004; 5 
Baran y col., 2004; Thuwanut y col., 2008; Mizutani y col., 2010; Chatdarong y col., 2009; 6 
Zambelli y col., 2010b; Vick y col., 2012; Villaverde y col., 2013; Jiménez Vaquero, 2013). 7 
El agregado de GLY previo a la congelación evitaría el efecto tóxico de esta sustancia durante 8 
el equilibrado. Este hecho podría ser el responsable de los valores obtenidos por Baran y col., 9 
quienes agregaron el GLY pre-congelado disminuyendo los efectos deletéreos del 10 
mencionado compuesto (Baran y col., 2004). Otros autores agregan el GLY en 2 pasos 11 
adicionando una concentración menor en la dilución inicial (3%) para luego adicionar una 12 
mayor cantidad (7%) pre-congelado, lo cual permitiría disminuir los efectos tóxicos del 13 
compuesto sobre la célula espermática (Axner y col., 2004; Tebet y col., 2006; Thuwanut y 14 
col., 2008). Así mismo, otros autores han obtenidos valores de MI al descongelado superiores 15 
a los nuestros (Tebet y col., 2006; Thuwanut y col., 2008; Thuwanut y col., 2009; Thuwanut y 16 
Chatdarong, 2009; Chatdarong y col., 2009; Villaverde y col., 2013). Sin embargo, en los 17 
mencionados trabajos se utilizó Equex en el diluyente Tris base, pudiendo el detergente ser el 18 
responsable del efecto benéfico observado en la MI. Por otro lado, la técnica utilizada en el 19 
proceso de congelación podría ser la responsable de estas diferencias. Es así que los trabajos 20 
realizados utilizando congelación con el método de CLONE, mostraron al descongelado 21 
valores de motilidad superiores a los observados en este trabajo (Axner y col., 2004; 22 
Thuwanut y col., 2008; Chatdarong y col., 2009). El uso de concentraciones de GLY menores 23 
a las utilizadas en nuestro trabajo también podría explicar las diferencias encontradas (Baran y 24 
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col., 2004; Thuwanut y col., 2008; Cocchia y col., 2010; Zambelli y col., 2010; Vick y col., 1 
2012, Jiménez Vaquero, 2013). 2 
Otro factor a considerar sería el origen de los espermatozoides 3 
(epididimales/seminales) sin embargo, en nuestro trabajo al igual que lo observado por Tebet 4 
y col., no se encontraron diferencias en relación al origen espermático (Tebet y col., 2006). 5 
En nuestro trabajo, en la IM de los espermatoizoides criopreservados se observaron 6 
efectos similares a los observados en la MI. Estos dos parámetros (MI e IM) resultaron ser los 7 
más afectados por el proceso criopreservación. El descenso observado en la IM en nuestro 8 
trabajo, al igual que lo ocurrido con la MI, fue superior al de otros autores (Axner y col., 9 
2004; Tebet y col., 2006; Thuwanut y col., 2008; Thuwanut y Chatdarong, 2009; Jiménez 10 
Vaquero, 2013; Villaverde y col., 2013). Las diferencias observadas podrían atribuirse a los 11 
factores discutidos para MI.  12 
El efecto de la adición de TREA en el diluyente de congelación espermática fue 13 
estudiado en diferentes especies, observándose una acción protectora en algunas de ellas. Sin 14 
embargo en varias ocasiones los diluyentes utilizados poseen otros compuestos que pueden 15 
influir en la protección durante el proceso de congelación-descongelación. (Woelders y col., 16 
1997; Hu y col., 2010; Reddy y col., 2010; Aisen y col., 2002; Aisen y col., 2005; Matzuoca y 17 
col., 2006; Bucak y col., 2007; Tonieto y col., 2010; Jafaroghli y col., 2011; Aboagla y 18 
Terada, 2003; Yildiz y col., 2000; Yamashiro y col., 2007; Savignone y col., 2007a; Stornelli 19 
MA, 2004; Squires y col., 2004; Gutiérrez-Pérez y col., 2009; Hu y col., 2009; Dalimata y 20 
Graham, 1997; Kozdrowski, 2009; Fernández-Santos y col., 2007; Sztein y col., 2001). En 21 
concordancia con nuestros resultados, Stornelli no observó una mejora en la calidad 22 
espermática al descongelado con la adición de TREA al diluyente de congelación en caninos 23 
(Stornelli MA, 2004). En caninos el diluyente sin TREA mostró ser más eficaz en la 24 
38 
 
protección de los espermatozoides durante la congelación (Stornelli MA, 2004). Sin embargo, 1 
otros autores si observaron un efecto protector de la TREA sobre los espermatozoides caninos 2 
(Yildiz y col., 2000; Yamashiro y col., 2007). Estas diferencias podrían atribuirse a 3 
variaciones en el protocolo de congelación, composición del diluyente, a las distintas 4 
concentraciones de TREA incorporada al diluyente o la combinación de más de uno de estos 5 
factores.  6 
 En contraposición a nuestros resultados en ovinos, porcinos, caprinos, bovinos y 7 
bubalinos, el agregado de TREA al diluyente mejoró los parámetros seminales al 8 
descongelado (Aisen, 2002; Aisen y col., 2005; Hu y col., 2009; Gómez-Fernández y col., 9 
2012; Gutiérrez-Pérez y col., 2009; Hu y col., 2010; Reddy y col., 2010). En ovinos, la TREA 10 
ejerció efectos benéficos durante la congelación espermática, mejorando la motilidad, la 11 
viabilidad y protegiendo de los daños causados por el estrés oxidativo (Aisen y col., 2002; 12 
Aisen y col., 2005). Similares resultados se observaron en bovinos (Hu y col., 2010).  13 
En concordancia con lo observado en ovinos y bovinos, y en contraposición a lo 14 
observado en nuestro trabajo, en porcinos se observó efectos benéficos sobre la motilidad, IA, 15 
viabilidad y fluidez de la membrana de los espermatozoides al usar TREA en el diluyente de 16 
congelación (Hu y col., 2009; Gómez-Fernández y col., 2012; Gutiérrez-Pérez y col., 2009). 17 
Sin embargo, las concentraciones utilizadas por los distintos autores en porcinos difieren de la 18 
utilizada por nosotros en el felino (25, 50, 100, 200, 250 mOsm/L versus 3,3 mOsm/L). Así 19 
mismo, la composición de los diluyentes fue diferente al utilizado por nosotros. En uno de los 20 
trabajos se combinó Equex con TREA, mientras que las concentraciones de GLY fueron 21 
inferiores a las nuestras; pudiendo atribuirse los mejores resultados a estas diferencias (Hu y 22 
col., 2009; Gómez-Fernández y col., 2012; Gutiérrez-Pérez y col., 2009). En porcinos al igual 23 
que lo descripto en ovinos y en caninos, las altas concentraciones de TREA (200 mOsm/L) 24 
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mostraron un efecto tóxico sobre los espermatozoides (Aisen y col., 2000; Stornelli MA, 1 
2004; Hu y col., 2009).  2 
 En concordancia con nuestro trabajo, en el conejo la TREA no mejoró la calidad 3 
espermática al descongelado (Kozdrowski, 2009). En esa especie, el agregado de 100 4 
mOsm/L del disacárido mostró un efecto negativo sobre la motilidad al compararlo con 5 
50mOsm/L de TREA y con el control que no contenía el azúcar. Sin embargo, en dicho 6 
trabajo se reemplazó el GLY por DMSO lo que podría haber sido responsable de los 7 
resultados observados (Kozdrowski, 2009). 8 
Las diferencias en la composición de las membranas espermáticas en las distintas 9 
especies de animales influyen en la tolerancia espermática a los cambios de osmolalidad del 10 
medio durante la congelación-descongelación. Podemos concluir que la acción protectora de 11 
la TREA es concentración dependiente (Aisen y col., 2002; Curry y Watson, 1994, Gómez-12 
Fernámdez y col., 2012). Algunos de los factores que pueden modificar la acción de TREA 13 
adicionada al diluyente de congelación pueden ser además de los ya enumerados, la 14 
concentración de otros crioprotectores en el diluyente, la tasa de enfriado, el método 15 
recolección y dilución del semen, la combinación de TREA con otros crioprotectores (Aisen y 16 
col., 2002; Uysal y Bucak, 2009; Cirit y col., 2013). A estos factores podemos sumarle la 17 
dificultad para comparar los resultados obtenidos en los diferentes laboratorios en la 18 
evaluación de semen y fertilidad debido al error interlaboratorios y variaciones de 19 
metodologías de trabajo (Rodriguez-Martinez, 2003; Gillan y col., 2005; Graham y Mocé, 20 
2005; Mocé y Graham, 2008). Sin embargo, los resultados obtenidos en diferentes estudios 21 
sugieren que 100mOsm/L sería una concentración que ejerce efecto protector en distintas 22 
especies.  23 
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 Nuestros resultados muestran, en contraposición a lo planteado en la hipótesis, que el 1 
agregado de 3,3mOsm/L (0,312%) de TREA incorporados al diluyente sin modificar la 2 
osmolalidad del mismo, no mejora la supervivencia espermática al descongelado en felinos 3 
bajo las condiciones experimentales previamente descriptas. Los trabajos realizados en las 4 
especies en las cuales la TREA mostró efecto protector sobre los espermatozoides 5 
congelados-descongelados, utilizaron concentraciones de este disacárido superiores a las 6 
incorporadas por nosotros en el diluyente. Es así que tal vez los EF requieran una 7 
concentración mayor de TREA, sin que esta genere una hipertonicidad en el medio que llegue 8 
a producir efectos deletéreos sobre la célula espermática, para de esta manera evidenciar los 9 
efectos benéficos del agregado de este azúcar.  10 
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CAPITULO III 1 
 2 
EFECTO DE LA ADICIÓN DE DIMETILFORMAMIDA AL DILUYENTE EN 3 
REEMPLAZO DE PARTE DEL GLICEROL SOBRE LA SUPERVIVENCIA 4 
ESPERMÁTICA POST DESCONGELACIÓN EN FELINOS 5 
 6 
INTRODUCCION 7 
Numerosos crioprotectores han sido estudiados para la congelación de semen en 8 
distintas especies. Los crioprotectores ejercen su acción mediante diferentes mecanismos, 9 
pudiendo clasificarse como penetrantes o intracelulares y no penetrantes o extracelulares 10 
(Meryman, 1971). Se ha sugerido que el crioprotector ideal debe tener bajo peso molecular, 11 
ser soluble en agua y producir mínima toxicidad (Ashwood-Smith, 1987; Pegg, 2007). 12 
El GLY es el crioprotector más comúnmente utilizado en la criopreservación de semen 13 
de muchas especies. Sin embargo, puede inducir cambios en los fosfolípidos de membrana 14 
alterando la estabilidad y permeabilidad de la misma, evento que conduce a una disminución 15 
de la longevidad espermática (Watson, 1995; Hay y col., 1997). Así mismo puede inducir la 16 
capacitación y en consecuencia disminuir la capacidad fecundante de los espermatozoides 17 
criopreservados (Watson, 1995).  18 
Los efectos deletéreos del GLY son dependientes de la especie. Los espermatozoides 19 
de conejos, ovinos, porcinos, equinos, aves y peces han mostrado una mayor susceptibilidad a 20 
los efectos tóxicos de este crioprotector (Dalimata y Graham, 1997; Slavik, 1987; 21 
Abdelhakeam y col., 1991; Neville y col., 1970; Wilmut y Polge, 1974; Demick y col., 1976; 22 
Gomes y col., 2002; Allem y Bobr, 1955; Hammerstedt y Graham, 1992; Neville y col., 23 
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1971). Este hecho ha impulsado la búsqueda de nuevos crioprotectores para la 1 
criopreservación seminal.  2 
Se ha evaluado el comportamiento espermático frente a diferentes concentraciones de 3 
GLY en el felino doméstico. Villaverde y col., observaron escaso efecto protector sobre la 4 
motilidad espermática, utilizando 3% de GLY en comparación con 5 y 7%. En 5 
contraposición, 7% de GLY mostró una disminución de la integridad acrosómica en 6 
comparación con 3% de GLY (Villaverde y col., 2013). Nelson y col., compararon el efecto 7 
crioprotector de 4 y 8% de GLY en semen felino observando un efecto protector sobre la 8 
motilidad al utilizar 4% del crioprotector (Nelson y col., 1999). Sin embargo, Baran y col., no 9 
encontraron diferencias en la motilidad y morfología espermática al comparar el uso de 3 ó 10 
4% de GLY incorporados al diluyente de congelación en felinos. Debe considerarse que en 11 
este trabajo el GLY fue adicionado luego de la estabilización, pre-congelación y no en la 12 
dilución inicial de la muestra como fue realizado en el trabajo de Nelson (Baran y col., 2004).  13 
Las amidas son moléculas de bajo peso molecular y de baja viscosidad por lo que 14 
penetran rápidamente las membranas, disminuyen el punto de congelación pudiendo reducir 15 
los daños asociados al estrés osmótico, generando así un ambiente menos dañino para el 16 
espermatozoide (Lopes y col., 2009; Ball y Vo, 2001). Asimismo, la molécula hidrofílica de 17 
las amidas tiene gran interacción con el agua, lo que reduce la formación intracelular de 18 
cristales de hielo (Bianchi y col., 2008). Las amidas han mostrado ser una alternativa para 19 
proteger al espermatozoide durante la criopreservación seminal en algunas especies 20 
(Alvarenga y col., 2005; Kashiwazaki y col., 2006; Lopes y col., 2009; Medeiros y col., 2002; 21 
Varela Junior y col., 2012; Mesa y Henao, 2012; Tselutin y col., 1999). 22 
En los equinos, el uso de amidas es considerado una alternativa para mejorar los 23 
parámetros seminales al descongelado en aquellos animales que son definidos como “malos 24 
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congeladores” (Alvarenga y col., 2005). En esta especie, la DMF sola o en combinación con 1 
GLY, permite obtener una motilidad significativamente más alta en comparación con el uso 2 
de GLY como único crioprotector agregado al diluyente de congelación (Squires y col., 3 
2004). Se han realizado estudios que muestran que el semen congelado con DMF es capaz de 4 
mantener durante más tiempo la viabilidad espermática en el tracto genital de las yeguas 5 
(Alvarenga y col., 2005). En otras especies como porcinos, peces y aves se ha criopreservado 6 
exitosamente semen con el agregado de amidas al diluyente de congelación (Tselutin y col., 7 
1999; Bianchi y col., 2008; Varela Junior y col., 2012). Sin embargo, trabajos realizados en 8 
los caninos indican que el uso de amidas no mejoraría la calidad espermática al descongelado 9 
(Savignone y col., 2007b; Lopes y col., 2009; Filho y col., 2011). En concordancia con lo 10 
observado en caninos, en caprinos Bezerra y col., no observaron efectos benéficos de DMF en 11 
reemplazo del GLY en el diluyente de congelación (Bezerra y col., 2011).  12 
 Lo anteriormente expuesto muestra el efecto benéfico obtenido con el agregado de 13 
amidas al diluyente de congelación en algunas especies (Alvarenga y col., 2005; Kashiwazaki 14 
y col., 2006; Lopes y col., 2009; Medeiros y col., 2002; Varela Junior y col., 2012; Mesa y 15 
Henao, 2012; Tselutin y col., 1999; Gomes y col., 2002; Bianchi y col., 2008). Sin embargo, 16 
no hay estudios que muestren la acción de las amidas sobre los EF durante el proceso de 17 
criopreservación. 18 
Como puede observarse, en las diferentes especies estudiadas, se evidencian 19 
variaciones en la respuesta de los espermatozoides al ser criopreservados con distintos tipos y 20 
concentraciones de crioprotectores. Estas variaciones pueden atribuirse a la diferente 21 
composición lipídica de las membranas en cada especie en particular. Es así que la cantidad y 22 
tipo de fosfolípidos podría interferir en la estabilidad de las membranas durante la 23 
criopreservación (Lopes y col., 2009).  24 
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 La incorporación al diluyente Tris base de DMF en reemplazo de parte del GLY 1 
permitiría reducir los efecto tóxicos asociados al GLY y obtener de esta manera un diluyente 2 
en el cual se minimicen los efectos tóxicos del crioprotector sobre los espermatozoides 3 
durante el proceso de congelación-descongelación. 4 
 El objetivo del presente experimento fue evaluar el efecto de la adición de DMF al 5 
diluyente Tris sobre la supervivencia espermática al descongelado en felinos. La hipótesis fue 6 
que la incorporación al diluyente Tris de DMF permitirá reducir los efectos tóxicos del GLY 7 
sobre los EE y espermatozoides seminales durante el proceso de congelación-descongelación. 8 
 9 
MATERIALES Y MÉTODOS 10 
Con el fin de cumplir con el objetivo planteado se diseñaron dos experimentos. 11 
Experimento 3 12 
 Se utilizaron felinos (n=16) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 13 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilizando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 14 
felinos utilizados fueron incluidos en un plan de control urbano de la reproducción. Luego de 15 
la orquiectomía bilateral, los testículos y EPI de cada ANI se colocaron inmediatamente en SF 16 
con el agregado de 100 IU/ml de penicilina, mantenidos a temperatura ambiente y enviados 17 
rápidamente al laboratorio (Slatter, 1993).  18 
 Los EPI fueron procesados dentro de las 4 hs posteriores a la orquiectomía, tiempo 19 
que se tarda desde la cirugía hasta la llegada de los órganos al laboratorio. Se separaron las 20 
colas de los EPI y se atemperaron en un baño termostatizado a 37°C por 10 minutos en 0,75 21 
ml de Tris base (Tris 3,025g, ácido cítrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua destilada csp 100 ml). 22 
La recuperación de los EE se realizó por cutting de la cola del epidídimo (Tittarelli y col., 23 
2006).  24 
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Pruebas de contrastación del material seminal in vitro: 1 
Los EE obtenidos en Tris base fueron colocados en un baño termostatizado a 37ºC y 2 
sometidos a las mismas pruebas de contrastación descriptas en el experimento 1 del capítulo 3 
II.  4 
 Para realizar la congelación de los EE se utilizaron dos diluyentes (n=2) diferentes. 5 
Los EE recuperados se mezclaron con un volumen calculado de cada uno de los diluyentes 6 
descriptos para obtener una concentración final de 50 x106 espermatozoides/ml. Se utilizó un 7 
diluyente TRIS sin el agregado DMF (TRIS) o con el agregado de 0,5% de DMF y 4,5% de 8 
GLY (DMF). El diluyente TRIS que se utilizó tenía la siguiente composición: Tris (2,4 g), 9 
ácido cítrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), GLY (5 g), yema de huevo (20% v/v), penicilina sódica 10 
(0,06 g), sulfato de estreptomicina (0,1 g), y agua destilada (csp 100ml; Zambelli y col., 11 
2002). Luego de un tiempo de equilibración de 1 hora a 4ºC, los EE diluidos fueron 12 
envasados en pajuelas de 0,25 ml y congelados de acuerdo a la técnica descripta por Axner 13 
(Axner y col., 2004). La descongelación de los EE se realizó a 37 ºC durante 1 minuto 14 
(Stornelli MA, 2004). 15 
 Los EE congelados-descongelados fueron sometidos a las mismas pruebas de 16 
contrastación microscópica que los EE frescos. 17 
 18 
Experimento 4 19 
Se utilizaron felinos (n=4) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 20 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilizando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 21 
felinos fueron alojados en una habitación acondicionada, en jaulas individuales, alimentados 22 
con alimento balanceado (Fit 32®, Royal Canin, Argentina) y agua ad-libitum. Los ANI se 23 
encontraban sometidos a un régimen de luz artificial incandescente con luces de 100 W a 24 
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aproximadamente 50 cm de los felinos. Para mantener la producción espermática durante el 1 
estudio se alternaron CFL con CFC (Nuñez y col., 2012). Los felinos fueron anestesiados con 2 
ketamina (25 mg/kg i.m; Ketamina 50®, Holliday-Scott SA, Argentina, xylazina (1mg/kg i.m; 3 
Kensol® Köning SA, Argentina) y atropina (0.04 mg/kg i.m.; Slatter, 1993) y sometidos cada 4 
15 días a electroeyaculación (Stornelli MA y col., 2007a; Nuñez y col., 2012). La 5 
electroeyaculación fue realizada mediante la técnica descripta en el experimento 1 del 6 
capítulo II. Se obtuvieron un total de 8 eyaculados, 2 por cada ANI.  7 
 El semen obtenido fue congelado con los diluyentes y la metodología descripta en el 8 
experimento 3. Se utilizó la misma metodología de descongelación. El semen fresco y 9 
congelado-descongelado fue sometido a las mismas pruebas de contrastación descriptas en el 10 
experimento 1 del capítulo II. 11 
 12 
Análisis estadístico 13 
 Los datos fueron analizados mediante ANOVA con el PROC GLM de SAS® (SAS, 14 
2003). 15 
 16 
Marco bioético del uso de animales 17 
Los experimentos se realizaron respetando las mismas consideraciones bioéticas que 18 
en especificadas en el experimento 1 del capítulo II. 19 
 20 
  21 
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RESULTADOS  1 
  En el experimento 3, el porcentaje de MI, VI, IM e AI en los EE frescos fue superior 2 
al de los EE congelados-descongelados (54,06±2,54 vs 11,40±2,54; 3,96±0,17 vs 3,29±0,17; 3 
59,57±2,37 vs 11,68±2,21; 45,62±3,32 vs 26,93±3,22; P <0.001; Figura 3.1.A-D). El 4 
porcentaje de MI, VI, IM y AI fueron similares entre los EE congelados-descongelados con 5 
TRIS o con DMF (Figura 3.2.A-D).  6 
 En el experimento 4, el porcentaje de MI, VI, IM e AI en el semen fresco fue superior 7 
al del semen congelado-descongelado (91,66±1,14 vs 16,38±1,14; 4,94±0,06 vs 3,52±0,06; 8 
76,77±3,38 vs 10,72±3,38; 71,33±3,24 vs 33,05±3,24; P<0.001; Figura 3.3.A-D). El 9 
porcentaje de MI, VI, IM y AI fueron similares entre el semen congelado-descongelado con 10 
TRIS o con DMF (Figura 3.4.A-D).   11 
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Figura 3.1. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados. Valores expresados en 29 
CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 3.2. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos, y congelados-descongelados con TRIS y con DMF. 29 
Valores expresados en CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P<0,001).30 
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Figura 3.3. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado. Valores expresados en CMM±ES. Letras diferentes 29 
sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 3.4. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado con TRIS y con DMF. Valores expresados en CMM±ES. 29 
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P<0,001).30 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 1 
 Durante el proceso de congelación-descongelación los espermatozoides son sometidos 2 
a diferentes tipos de estrés que afectan la supervivencia espermática dañando su estructura y 3 
metabolismo, lo cual se ve reflejado en una menor motilidad e integridad de las membranas al 4 
descongelado. Este hecho se ha observado en nuestro trabajo y fue descripto previamente por 5 
otros autores (Barbas y Mascarenhas, 2009; Purdy, 2006).  6 
Nuestros resultados muestran un descenso significativo de la MI e IM en los 7 
espermatozoides congelados-descongelados en comparación con los valores observados en 8 
fresco. Así mismo, el descenso observado en la MI fue superior al observado por otros autores 9 
(Axner y col., 2004; Baran y col., 2004; Thuwanut y col., 2008; Mizutani y col., 2010; 10 
Chatdarong y col., 2009; Zambelli y col., 2010b; Vick y col., 2012; Villaverde y col., 2013; 11 
Jiménez Vaquero, 2013). Efectos similares a los observados en la MI, ocurrieron en nuestro 12 
trabajo en la IM de los EF criopreservados. Estos dos parámetros (MI e IM) resultaron ser los 13 
más afectados por el proceso criopreservación. El descenso observado en la IM en nuestro 14 
trabajo, al igual que lo ocurrido con la MI, fue superior al de otros autores (Axner y col., 15 
2004; Tebet y col., 2006; Thuwanut y col., 2008; Thuwanut y Chatdarong, 2009; Jiménez 16 
Vaquero, 2013; Villaverde y col., 2013). Las diferencias observadas con otros autores podrían 17 
atribuirse a los factores discutidos en el experimento 1 del capítulo II.  18 
El uso de DMF en reemplazo del GLY o parte del mismo fue estudiado en diferentes 19 
especies (Savignone y col., 2007b; Lopes y col., 2009; Futino y col., 2010; Filho y col., 2011; 20 
Alvarenga y col., 2005; Squires y col., 2004; Hanada y Nagase, 1980; Bezerra y col., 2011; 21 
Bianchi y col., 2008; Vidament y col., 2002; Medeiros y col., 2002; Gomes y col., 2002; Gibb 22 
y col., 2010; Mesa y col., 2012) 23 
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 En concordancia con nuestros resultados, en caninos el reemplazo de parte del GLY 1 
por DMF en el diluyente de congelación no mejoró los parámetros evaluados al descongelado 2 
(MI, VI, IM y AI). En caninos el diluyente sin DMF mostró ser más eficaz en la protección de 3 
los espermatozoides durante la congelación (Savignone y col., 2007b). El mismo efecto fue 4 
observado por otros autores en caninos (Lopes y col., 2009; Futino y col., 2010; Filho y col., 5 
2011). Así mismo estudios realizados en ovinos mostraron que el reemplazo del GLY por 6 
DMF no mejoró los parámetros seminales al descongelado (Bezerra y col., 2011).  7 
 En contraposición con lo observado por nosotros en felinos, en equinos diferentes 8 
autores coinciden en sus hallazgos al observar una mejor motilidad espermática al 9 
descongelado con el uso de DMF en comparación con GLY (Gomes y col., 2002; Gibb y col., 10 
2010; Mesa y col., 2012; Medeiros y col., 2002). Otros autores, observaron además de un 11 
efecto protector sobre la MI una mejora en la IM al descongelado al utilizar en el diluyente 12 
DMF (Gomes y col., 2002; Mesa y col., 2012). En concordancia con lo observado en equinos 13 
y en contraposición a lo observado en nuestro trabajo, en porcinos observaron efectos 14 
benéficos sobre la motilidad e IM al usar DMF en reemplazo del GLY (Bianchi y col., 2008). 15 
En el mencionado trabajo se observó que 5% de DMF ejerció mayor efecto protector sobre la 16 
motilidad e IM que 7%, mostrando que altas concentraciones de amidas podrían tener efectos 17 
tóxicos (Bianchi y col., 2008). Efectos similares a lo observado en porcinos se observaron en 18 
conejos, en los que la DMF mostró mayor efecto protector sobre la motilidad al compararla 19 
con el GLY. Sin embargo, con el uso de altas concentraciones de esta amida se evidenciaron 20 
efectos tóxicos (Hanada y Nagase, 1980). A diferencia de lo observado en porcinos y conejos, 21 
en peces altas concentraciones (8%, 11%) de DMF mostraron ser eficientes en la preservación 22 
espermática durante la congelación (Varela Junior y col., 2012).  23 
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 Se puede observar que en aquellas especies en las cuales la DMF ejerció efectos 1 
benéficos las concentraciones utilizadas de esta amida fueron superiores a las usadas en 2 
nuestro trabajo (Alvarenga y col., 2005; Squires y col., 2004; Vidament y col., 2002; Bianchi 3 
y col., 2008, Varela Junior y col., 2012). Alvarenga y col., mostraron que 5% de DMF es una 4 
concentración que ejerce efectos protectores sobre los espermatozoides criopreservados en 5 
equinos (Alvarenga y col., 2005). Similares resultados obtuvieron Squires y col., quienes 6 
lograron buenos resultados con el uso de 5 y 7,5% de DMF (Squires y col., 2004). Vidament y 7 
col., consideraron más apropiado para congelar semen en equinos una concentración de 2% de 8 
DMF que 1, 3 y 5%. Por otro lado cuando se combinó 3 ó 5% de GLY con 5% de DMF la 9 
motilidad fue inferior que cuando la combinación se realizó con porcentajes menores de 10 
ambos crioprotectores (1 ó 3% de DMF con 1 ó 3% de GLY, Vidament y col., 2002).  11 
 Como se mencionara anteriormente, las diferencias en la composición de las 12 
membranas espermáticas de las diferentes especies de animales influyen en la supervivencia 13 
espermática durante la congelación-descongelación. Así mismo la concentración del 14 
crioprotector usado en la composición del diluyente de congelación es uno de los factores que 15 
afecta la supervivencia espermática al descongelado. La concentración óptima de GLY para la 16 
supervivencia de los espermatozoides criopreservados como hemos visto, depende de varios 17 
factores pudiendo ser influenciada por otros componentes del diluyente, por las tasas de 18 
enfriado y método de congelación-descongelación utilizados. Estos factores también podrían 19 
influir en los resultados obtenidos en este trabajo y deben ser considerados.  20 
 Nuestros resultados muestran, en contraposición a lo planteado en la hipótesis que el 21 
agregado de 0,5% de DMF en reemplazo de parte del GLY no mejora la supervivencia 22 
espermática al descongelado en felinos bajo las condiciones experimentales previamente 23 
descriptas. Los trabajos realizados en las especies en las cuales la DMF mostró efecto 24 
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protector sobre los espermatozoides congelados-descongelados, utilizaron concentraciones de 1 
DMF superiores a las utilizadas por nosotros. En nuestro trabajo hemos reemplazado un 10% 2 
de GLY por DMF, quizás los EF requieran el reemplazo de un mayor porcentaje de GLY por 3 
amidas para evidenciar los efectos benéficos del agregado de esta sustancia.   4 
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CAPITULO IV 1 
 2 
EFECTO DE LA ADICIÓN DE DODECIL SULFATO DE SODIO A UN DILUYENTE 3 
TRIS BASE SOBRE LA SUPERVIVENCIA ESPERMÁTICA POST 4 
DESCONGELACIÓN EN FELINOS 5 
 6 
INTRODUCCIÓN 7 
Los numerosos estudios realizados en criopreservación espermática han llevado al 8 
conocimiento que las membranas plasmática y acrosomal sean consideradas el principal sitio 9 
de daño durante el proceso de criopreservación (Maxwell y Watson, 1996; Prathalingam y 10 
col., 2006). La desestabilización que sufren las membranas durante la congelación-11 
descongelación ha conducido diversas investigaciones dirigidas a la búsqueda de un 12 
mecanismo estabilizante que intervenga en la fluidez de la membrana y proteja al 13 
espermatozoide durante la criopreservación (Watson, 1995). 14 
El Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), es un detergente que agregado al diluyente de 15 
congelación actúa protegiendo a la membrana plasmática durante la criopreservación. Se ha 16 
observado que el agregado de pequeñas cantidades de SDS al diluyente mejora la motilidad 17 
espermática e integridad acrosómica durante la congelación-descongelación (Pursel y col., 18 
1978). Arriola y Foote, observaron que para el semen bovino la cantidad óptima de SDS varía 19 
proporcionalmente a la cantidad de yema de huevo agregada del diluyente (Arriola y Foote, 20 
1987). Sin embrago, la adición al diluyente de altos porcentajes de detergente afecta la 21 
estabilidad de las membranas plasmática y acrosomal (Stornelli MA, 2004).  22 
Se ha comprobado la acción del SDS sobre las lipoproteínas de la yema de huevo 23 
mejorando el efecto crioprotector de los diluyentes de semen en algunas especies (Arriola y 24 
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Foote, 1987; Peña y Linde-Forberg, 2000; Rota y col., 1997; Pursel y col., 1978, Martin y 1 
col., 1979; Tekin, 1982; Strohemeyer, 1988; Penfold y Moore, 1993; Bencharif y col., 2012). 2 
El efecto benéfico del Equex STM Paste, el cual contiene SDS, es mayor cuando los 3 
espermatozoides son expuestos al mismo inmediatamente antes de la congelación y no 4 
durante el período de equilibración (Holt y col., 1998). De acuerdo con este concepto, se ha 5 
podido observar que incorporar el Equex pos estabilización, en un segundo paso de dilución 6 
durante el proceso de criopreservación ha sido beneficioso en comparación con la inclusión 7 
del detergente al inicio de la dilución o pre estabilización en la congelación de semen en el 8 
felino doméstico (Buranaamnuay, 2015).  9 
En caninos la incorporación de Equex mejoró la termoresistencia, este efecto fue más 10 
marcado al incorporar el detergente previo al congelado y no durante el equilibrado (Peña y 11 
Linde-Forsberg, 2000). Otros trabajos demostraron que la adición de Orvus ES Paste (OEP), 12 
que contiene SDS, al diluyente de congelación en caninos aumentaba la motilidad espermática 13 
al descongelado y protegió los acrosomas comparado con un diluyente que no contenía OEP 14 
(Nizanski y col., 2001; Peña y Linde-Forsberg, 2000; Peña y col., 2003; Rota y col, 2000; 15 
Tsuitsui y col., 2000a, b). Rota y col., pudieron observar conjuntamente con el aumento de la 16 
motilidad y la viabilidad, un efecto benéfico sobre la membrana plasmática en el semen 17 
canino criopreservado (Rota y col., 1997). En esta especie se vió que al agregar el detergente 18 
no se producía la hiperactivación espermática al descongelado que si se observaba cuando no 19 
se lo incluía en el diluyente (Peña y Linde-Forsberg, 2000). Este hecho puede indicar que el 20 
Equex sería capaz de prevenir o reducir los cambios similares a la capacitación que acontecen 21 
durante el proceso de criopreservación (Axner y col., 2004). El agregado de Equex STM Paste 22 
en concentraciones de 2-2,5%, permitió detectar mediante el uso de microscopía electrónica 23 
una mayor cantidad de alteraciones ultraestructurales en el espermatozoide que cuando se 24 
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agrego 1-1,5% de SDS al diluyente de congelación en caninos (Jurado y col., 2005; Stornelli 1 
MA y col., 2004b; Stornelli MC y col., 2005; Stornelli MA y col., 2006). Por lo tanto, altas 2 
concentraciones de SDS no mejorarían la protección, ya que una vez que el detergente actuó 3 
sobre la totalidad de los lípidos de la yema de huevo presente en el diluyente actuaría sobre 4 
los fosfolípidos de la membrana celular, aumentando los daños ultraestructurales de los 5 
espermatozoides (Stornelli MA, 2004; Jurado y col., 2005).  6 
 En porcinos el agregado de 1-1,5% de OEP mostró un efecto benéfico sobre 7 
espermatozoides criopreservados, mejorando la motilidad al descongelado y protegiendo los 8 
acrosomas durante el proceso de congelación-descongelación (Pursel y col., 1978). Kato y 9 
col., utilizaron un diluyente con 1,2 a 1,6 mg/ml de SDS en lugar de OEP y obtuvieron 10 
resultados similares en el porcentaje de acrosomas normales y motilidad progresiva (Kato y 11 
col., 1990). Efectos similares se observaron en otras especies como equinos, caprinos, ciervos 12 
y bovinos (Aboagla y col.. 2004a b; Ahmad y Foote, 1986; Martin y col., 1979; Cheng y col., 13 
2004).  14 
Se han usado distintos protocolos para criopreservar EF, sin embargo en los mismos se 15 
han observado gran cantidad de células con daños acrosomales y baja motilidad (Platz y col., 16 
1978; Hay y Goodrowe, 1993; Wood y col., 1993; Lengwinat y Blottner, 1994; Stackecki y 17 
col., 1994; Schafer y Holzman, 2000; Zambelli y col., 2002). Con el fin de proteger los 18 
acrosomas y prevenir los procesos similares a la capacitación que ocurren durante la 19 
criopreservación espermática, se incorporaron detergentes como el SDS al diluyente de 20 
congelación en felinos (Siemieniuch y Dubiel, 2006). En esta especie el Orvus, el Equex STM 21 
paste y el SDS han sido usados obteniendo buenos resultados (Axner y col., 2004; Chatdarong 22 
y col., 2008; Zambelli y col., 2010b; Mizutani y col., 2010). Mizutani observó que con el 23 
agregado de 3% de SDS y 4% de Orvus los parámetros seminales pos-descongelación fueron 24 
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similares (Mizutani y col., 2010). En el mencionado trabajo el agregado de 3% de SDS 1 
producía mayores porcentajes de espermatozoides viables al descongelado que 2% y 4%, 2 
siendo los resultados obtenidos con 2% inferiores a 3% y 4%. El agregado de 0,5% de Equex 3 
mejoró la AI de los EE felinos criopreservados sobre el diluyente sin el detergente. Sin 4 
embargo, redujo la motilidad y longevidad durante el período de incubación (Axner y col., 5 
2004). En concordancia, Peña y Linde-Forsberg, proponen que si bien el SDS previene o 6 
reduce los cambios similares a la capacitación la exposición prolongada al mismo podría tener 7 
efectos negativos sobre los espermtozoides (Peña y Linde-Forsberg, 2000). Una manera de 8 
evitar los efectos nocivos del SDS sería realizar la congelación en dos pasos de dilución, es 9 
decir agregar el diluyente con el detergente justo antes del empaquetado (Stornelli MA, 2004).  10 
La hipótesis fue que el agregado de 0,25 % de SDS al diluyente TRIS durante la 11 
congelación (posestabilización) de EF permitiría obtener altos IC manteniendo las membranas 12 
de la célula espermática más estables.  13 
El objetivo del presente experimento fue evaluar el efecto de la adición de SDS al 14 
diluyente Tris base sobre la supervivencia espermática al descongelado. La hipótesis fue que 15 
la incorporación al diluyente Tris base de SDS posestabilización producirá una mayor acción 16 
protectora sobre EE y espermatozoides seminales durante el proceso de congelación-17 
descongelación. 18 
 19 
MATERIALES Y MÉTODOS 20 
Con el fin de cumplir con el objetivo planteado se diseñaron dos experimentos. 21 
Experimento 5 22 
 Se utilizaron felinos (n=15) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 23 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilizando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 24 
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felinos utilizados fueron incluidos en un plan de control urbano de la reproducción. Luego de 1 
la orquiectomía bilateral, los testículos y EPI de cada animal se colocaron inmediatamente en 2 
SF con el agregado de 100 IU/ml de penicilina, mantenidos a temperatura ambiente y 3 
enviados rápidamente al laboratorio (Slatter, 1993).  4 
 Los EPI fueron procesados dentro de las 4 hs posteriores a la orquiectomía, tiempo 5 
que se tarda desde la orquiectomía hasta la llegada de los órganos al laboratorio. Se separaron 6 
las colas de los epidídimos y se atemperaron en un baño termostatizado a 37°C por 10 7 
minutos en 0,75 ml de Tris base (Tris 3,025g, ácido cítrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua 8 
destilada csp 100 ml). La recuperación de los EE se realizó por cutting de la cola del 9 
epidídimo (Tittarelli y col., 2006).  10 
Pruebas de contrastación del material seminal in vitro: 11 
Los EE obtenidos en Tris base fueron colocados en un baño termostatizado a 37ºC y 12 
sometidos a las mismas pruebas de contrastación descriptas en el experimento 1.  13 
 Para realizar la congelación de los EE se utilizaron dos diluyentes (n=2) diferentes. 14 
Los EE recuperados se mezclaron con un volumen calculado de cada uno de los diluyentes 15 
descriptos para obtener una concentración final de 50 x106 espermatozoides/ml. Se utilizó un 16 
diluyente TRIS sin el agregado SDS (TRIS) o con el agregado de 0,25% de SDS (SDS). La 17 
dilución de los espermatozoides se realizó en dos pasos. El diluyente TRIS1 que se utilizó 18 
tenía la siguiente composición: Tris (2,4 g), ácido cítrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), glicerol (3 19 
g), yema de huevo (20% v/v), penicilina sódica (0,06 g), sulfato de estreptomicina (0,1 g) y 20 
agua destilada (csp 100ml; Axner y col., 2004). El diluyente TRIS2A que se utilizó tenía la 21 
misma composición que el TRIS1, excepto que contenía 7% de glicerol (7g) y 0,5% de SDS. 22 
El diluyente TRIS2B fue igual al 2A excepto que no contenía SDS. La primera dilución se 23 
realizó pos obtención de los EE. Luego de un tiempo de equilibración de 1 hora a 4ºC, previo 24 
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al empaquetado se realizó la segunda dilución. Luego de la segunda dilución los EE fueron 1 
envasados en pajuelas de 0,25 ml y congelados de acuerdo a la técnica descripta por Axner 2 
(Axner y col., 2004). La descongelación de los EE se realizó a 37 ºC durante 1 minuto 3 
(Stornelli MA, 2004). 4 
 Los EE congelados-descongelados fueron sometidos a las mismas pruebas de 5 
contrastación microscópica que los EE frescos. 6 
 7 
Experimento 6 8 
Se utilizaron felinos (n=4) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 9 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilizando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 10 
felinos fueron alojados en una habitación acondicionada, en jaulas individuales, alimentados 11 
con alimento balanceado (Fit 32®, Royal Canin, Argentina) y agua ad-libitum. Los ANI se 12 
encontraban sometidos a un régimen de luz artificial incandescente con luces de 100 W a 13 
aproximadamente 50 cm de los felinos. Para mantener la producción espermática durante el 14 
estudio se alternaron CFL con CFC (Nuñez y col., 2012). Los felinos fueron anestesiados con 15 
ketamina (25 mg/kg i.m; Ketamina 50®, Holliday-Scott SA, Argentina, xylazina (1mg/kg i.m; 16 
Kensol® Köning SA, Argentina) y atropina (0.04 mg/kg i.m.; Slatter, 1993) y sometidos cada 17 
15 días a electroeyaculación (Stornelli MA y col., 2007a; Nuñez y col., 2012). La 18 
electroeyaculación fue realizada mediante la técnica descripta en el experimento 1 del 19 
capítulo II. Se obtuvieron un total de 12 eyaculados, 3 por cada ANI. 20 
El semen obtenido fue congelado con los diluyentes y la metodología descripta en el 21 
experimento 5. Se utilizó la misma metodología de descongelación. El semen fresco y 22 
congelado-descongelado fue sometido a las mismas pruebas de contrastación descriptas en el 23 
experimento 1 del capítulo II. 24 
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Análisis estadístico 1 
 Los datos fueron analizados mediante ANOVA con PROC GLM de SAS® (SAS, 2 
2003). 3 
 4 
Marco bioético del uso de animales 5 
Los experimentos se realizaron respetando las mismas consideraciones especificadas 6 
en el experimento 1 del capítulo II. 7 
 8 
RESULTADOS 9 
  En el experimento 5, el porcentaje de MI, IM e AI en los EE frescos fue superior al de 10 
los EE congelados-descongelados (62,5±6,39 vs 12,5±0,91; 67,5±0,54 vs15,5±4,2; 47,5±3,83 11 
vs 23,5±6,75; P<0.001; Figura 4.1. A, C, y D). El porcentaje de MI en los EE congelados con 12 
SDS fue superior a los EE congelados con TRIS (21±2.32 vs 10±1.63; P<0.001; Figura 4.2. 13 
A). El porcentaje de VI, IM y AI fueron similares entre los EE congelados-descongelados con 14 
TRIS o con SDS (Figura 4.2. B-D).  15 
 En el experimento 6, el porcentaje de MI, VI, IM y AI fue superior en el semen fresco 16 
al del semen congelado-descongelado (91,25±2,72 vs 21,85±2,71; 5±0,05 vs 3,27±0,05; 17 
81,08±2,95 vs 13±2,95; 73±3,59 vs 23,50±3,59; P<0.001; Figura 4.3. A-D). El porcentaje de 18 
MI en el semen congelado con SDS fue superior al del semen congelado con TRIS 19 
(29.12±3,68 vs 14,58±3.68; Figura 4.4. A). el porcentaje de VI, IM y AI fue similar entre el 20 
semen congelado con TRIS o con SDS (Figura 4.4. B-D).  21 
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Figura 4.1. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados. Valores expresados en 29 
CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 4.2. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados con TRIS y con SDS. Valores 29 
expresados en CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 4.3. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado. Valores expresados en CMM±ES. Letras diferentes 29 
sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 4.4. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado con TRIS y con SDS. Valores expresados en CMM±ES. 29 
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P<0,001).30 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 1 
 Siendo la membrana acrosomal del espermatozoide un componente fundamental y 2 
necesario durante la fertilización, considerada uno de los sitios principales donde ocurren las 3 
injurias durante la criopreservación, numerosos estudios se han enfocado en obtener un 4 
diluyente que porteja esta estructura (Watson, 1995; Maxwell y Watson, 1996, Prathalingam y 5 
col., 2006; Strom y col., 1997).   6 
Nuestros resultados muestran un descenso significativo en todos los parámetros 7 
evaluados en los espermatozoides congelados-descongelados en comparación con los valores 8 
observados en fresco. El descenso observado en la MI fue superior al observado por otros 9 
autores en espermatozoides felinos criopreservados (Axner y col., 2004; Baran y col., 2004; 10 
Thuwanut y col., 2008; Mizutani y col., 2010; Chatdarong y col., 2009; Zambelli y col., 11 
2010b; Vick y col., 2012; Jiménez Vaquero, 2013).  12 
El descenso observado en la IM en nuestro trabajo, al igual que lo ocurrido con la MI, 13 
fue superior al de otros autores (Axner y col., 2004; Tebet y col., 2006; Thuwant y col., 2008; 14 
Thuwant y Chatdarong, 2009; Jiménez Vaquero, 2013; Villaverde y col., 2013). Las 15 
diferencias observadas podrían atribuirse a los factores discutidos en el experimento 1.  16 
Dieferentes trabajos estudiaron el efecto protector del OEP, STM Paste o su principal 17 
componente SDS. Se ha visto previamente que la adición de Equex a un diluyente de 18 
congelación mejora la supervivencia y reduce el daño espermático al descongelado en varias 19 
especies (Arriola y Foote, 1987; Rota y col., 1997; Nakatsukasa y col., 2001; Mizutani y col., 20 
2010; Zambelli y col., 2010b).  21 
En concordancia con lo observado en trabajos en felinos y en otras especies, nuestros 22 
resultados mostraron un efecto prositivo sobre la MI en el diluyente que contiene SDS cuando 23 
lo comparamos con aquel diluyente que no lo posee (Axner y col., 2004; Mizutani y col., 24 
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2010; Pursel y col., 1978; Aboagla y Terada, 2004a b; Tsuitsui y col., 2000). En nuestro 1 
trabajo a diferencia de lo observado por Zambelli y col., no se detectó un efecto protector 2 
sobre el acrosoma. Las mencionadas diferencias podrían explicarse a la mayor concentración 3 
de detergente y la técnica distinta para evaluar la integridad del acrosoma utilizada por Zabelli 4 
(Zambelli y col., 2010b).  5 
Axner y col., demostraron que con 0,5% de Equex se protegieron los acrosomas 6 
durante la congelación en felinos, pero observaron un efecto negativo sobre la motilidad y 7 
longevidad disminuyendo sus niveles durante la incubación (Axner y col., 2004). En 8 
contraposición con lo observado por Axner y col, en nuestro trabajo no se registró un efecto 9 
protector sobre los acrosomas pero si sobre la MI.  10 
  Mizutani comparó el efecto de 1% de OEP o 3mg/ml de SDS en el diluyente de 11 
congelacion de espermatozoides felinos, obteniendo efectos positivos con ambos 12 
componentes al congelar espermatozoides felinos, sin embargo el OEP fue superior (Mizutani 13 
y col., 2010). En este trabajo el GLY se adicionó en un segundo paso de dilución, a diferencia 14 
de nuestro experimento en el cual el GLY se incorporó en dos etapas. En contraposición con 15 
los resultados de Axner y col., Mizutani y col., no observaron un efecto negativo del OEP o 16 
SDS durante la incubación, lo que podria deberse a las diferentes temperaturas usadas en 17 
dicho momento (38°C vs 20°C). Las diferencias observadas entre los mencionados trabajos, 18 
podrían deberse también a la diferente capaciadad para resistir el proceso de criopreservación 19 
que poseen los espermatozoides según el origen (eyaculado o epididimal; Axner y col., 2004; 20 
Mizutani y col., 2010). Sin embargo, nosotros no observamos diferencias entre los 21 
espermatozoides según el origen, en concordancia con expresado por Tebet y col. (Tebet y 22 
col., 2006). En nuestro trabajo no se realizó el estudio de la termoresistencia, los parámetros 23 
fueron evaluados inmediatamente al descongelado. 24 
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 Buenos resultados fueron obtenidos en porcinos cuando se agregó Equex al diluyente 1 
de congelación (Pursel y col., 1978). Pursel y col., observaron un aumento en la motilidad con 2 
0,5 y 1% de OEP agregados al diluyente de congelación en porcinos, mientras que con 1 y 3 
1,5% se pudo detectar una mayor conservación de la integridad acrosómica por contraste de 4 
fase (Pursel y col., 1978). Por otro lado, Graham y Crabo comunicaron que 0,25% es la 5 
concentración óptima para mejorar la motilidad al descongelado en porcinos, lo cual 6 
concuerda con nuestro trabajo (Graham y Crabo, 1972). En la alpaca con el agregado de 1% 7 
de Equex se observó una mejor motilidad e AI (Morton y col., 2010). Sin embargo, en 8 
nuestros resultados no se observó un efecto benéfico del SDS en AI. Este hecho podría 9 
deberse a que en porcinos y alpacas se usaron concentraciones mayores de detergente y 10 
menores de GLY en el diluyente de congelación (Morton y col., 2010; Pursel y col., 1978). 11 
 Similar a lo observado en porcinos, en caninos el agregado Equex al diluyente de 12 
congelación permitió obtener mejores resultados que sin el Equex. Rota y col., agregaron 13 
0,5% y observaron un incremento en la motilidad que se mantuvo en el tiempo (Rota y col., 14 
1997; Rota y col., 1999). Tsuitsui y col., agregaron 1% y observaron que el detergente ejerció 15 
protección sobre los acrosomas, mejoró la motilidad, redujo los efectos de la peroxidación de 16 
la membrana espermática y prolongó la supervivencia al descongelado (Tsuitsui y col., 2000a, 17 
b). Sin embargo, el semen canino congelado con 2,5% de Equex reveló una mayor cantidad 18 
de células con cambios similares a la capacitación que aquellas que fueron criopreservadas 19 
con menores cantidades de detergente (Stornelli MA, 2004). En el trabajo realizado por 20 
Ponglowhapan y Chatdarong, en contraposición con nuestros resultados, el agregado de 21 
Equex al diluyente de congelación de EE en caninos, no reveló una mejor motilidad 22 
inmediatamente al descongelado, sin embargo mejoró el porcentaje de AI (Ponglowhapan y 23 
Chatdarong, 2008). En dicho trabajo proponen al origen de los espermatozoides y la 24 
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diferencia en las membranas, como una posible causa de la distinta respuesta al Equex, por lo 1 
que no mejoraría la motilidad e IM inmediatamente al descongelado como sucede con los 2 
espermatozoides eyaculados en la misma especie (Ponglowhapan y Chatdarong, 2008).  3 
 El Equex protege de manera diferente según la especie lo cual puede ser debido a las 4 
diferencias de la membrana acrosomal (Cheng y col., 2004). En algunos trabajos se manifestó 5 
el efectos tóxico del Equex al estar en contacto por un tiempo prolongado con los 6 
espermatozoides. Una de las maneras de evitar estos efectos indeseados, es la incroporación 7 
del Equex previo al congelado y no durante el equilibrado o estabilizado de la muestra. Por 8 
otro lado, se ha expuesto que luego de la IA los espermatozoides abandonarían el diluyente de 9 
congelación, y de esta manera el Equex no tendría el efecto tóxico sobre los espermatozoides 10 
que se observó durante la incubación a 38°C in vitro (Axner y col., 2004). Es así que 11 
finalmente se vería reflejado el efecto benéfico del detergente haciéndolo un componente 12 
sumamente valioso para conservar intacto el acrosoma. 13 
 Nuestros resultados muestran que un diluyente Tris base que posea en su composición 14 
el agregado de 0,25 % de SDS ejerce un efecto protector mayor que sobre los EF congelados-15 
descongelados que un diluyente Tris base sin el agregado de SDS. Futuros estudios permitirán 16 
evaluar si cantidades mayores o menores de SDS permiten evidenciar un mayor efecto 17 
protector sobre la célula espermática.   18 
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CAPITULO V 1 
 2 
EFECTO DE LA ADICIÓN DE TREALOSA Y DODECIL SULFATO DE SODIO A UN 3 
DILUYENTE TRIS BASE SOBRE LA SUPERVIVENCIA ESPERMÁTICA POST 4 
DESCONGELACIÓN EN FELINOS 5 
 6 
INTRODUCCIÓN 7 
El proceso de criopreservación espermática produce una pérdida de aproximadamente 8 
el 50% de la población celular. Un protocolo de congelación que se adecue a las 9 
particularidades de la célula espermática según la especie aumenta la probabilidad de 10 
supervivencia celular al descongelado (Cárdenas, 2013). Se han estudiado diferentes 11 
diluyentes de congelación para criopreservar EF. Debido a las graves consecuencias que sufre 12 
la membrana durante la transición de fase, en la cual incluso la célula puede perder parte de su 13 
contenido en el medio que la rodea, es esencial emplear un mecanismo para mantener su 14 
integridad (Crowe y col., 1987). Una de los protectores del shock de frío que más 15 
comúnmente se usa es la yema de huevo (Watson, 1981; Drobnis y col., 1993). Los 16 
detergentes gracias a su acción sobre las lipoproteínas de la yema de huevo, ejercen un efecto 17 
benéfico que se refleja en un incremento de la motilidad espermática e integridad acrosómica 18 
en los procesos de congelación-descongelación (Pursel y col., 1978). La adición al DIL de 19 
compuestos que contienen SDS (Equex STM paste u OEP) en diferentes cantidades, ha 20 
mostrado ejercer efectos benéficos en porcinos, bovinos, equinos, caninos y ratón. Los 21 
diluyentes que contenían el mencionado compuesto permitieron obtener mayores porcentajes 22 
de motilidad e integridad acrosómica y mejor fertilidad in vivo e in vitro que los diluyentes sin 23 
detergente (Penfold y Moore, 1993; Martin y col., 1979; Rota y col., 1997; Rota y col., 1999; 24 
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Peña y Linde-Forsberg, 2000; Peña y col., 2003; Stornelli MA, 2004; Pursel y col., 1978; 1 
Arriola y Foote, 1987). Compuestos que contienen SDS sólo o como un componente del 2 
Equex STM paste han sido incluidos en diluyentes usados para la congelación de 3 
espermatozoides epididimales felinos observándose un efecto protector del SDS sobre el 4 
acrosoma (Axner y col., 2004).  5 
Otros crioprotectores como la TREA, brindan un medio hipertónico causando 6 
deshidratación celular antes de la congelación (Crowe y col., 1989; Crowe y col. 2001). Este 7 
efecto osmótico disminuye el agua intracelular congelable y en relación a esto la cuantía de 8 
daño celular relacionada con la formación intracelular de cristales de hielo (Aisen y col., 9 
2002). La TREA posee además una acción protectora relacionada con su interacción 10 
específica con los fosfolípidos de membrana durante la desecación y congelación y puede ser 11 
capaz de prevenir la separación de fase y la fusión entre las bicapas durante la congelación 12 
(Crowe y col., 1989; Crowe y col., 2001; Bakas y Disalvo, 1991; Chen y col., 2000). La 13 
TREA ha sido utilizada con éxito en al criopreservar semen en algunas especies (Aisen y col., 14 
2000; Molinia y col., 1994). Sin embargo, existen autores que señalan que los crioprotectores 15 
no penetrantes no son capaces de proteger por sí solos, sino que aumentan la efectividad de 16 
los penetrantes (Holt, 2000). Se ha comprobado en conejos que la combinación de un 17 
crioprotector permeable y uno no permeable fue más efectiva en la conservación espermática 18 
(Dalimata y Graham, 1997).  19 
Aboagla y Terada, observaron que un diluyente con alta concentración de TREA 20 
puede afectar la solubilidad de la yema de huevo, pero esta se solubiliza en presencia de SDS 21 
(Dewit y col., 2000; Aboagla y Terada, 2004a b). De esta manera si se combinara la acción de 22 
un detergente, que actué mejorando la protección al shock de frío de las lipoproteínas de baja 23 
densidad de la yema de huevo, con un crioprotector se podría obtener un diluyente con mayor 24 
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efecto protector, que se podría reflejar con un aumento de la viabilidad espermática al 1 
descongelado. En ovinos, se observó que la combinación de TREA con lipoproteínas de baja 2 
densidad sin GLY mejora la calidad espermática al descongelado (Tonieto y col., 2010). La 3 
combinación TREA y SDS mejoró la congelabilidad espermática en caprinos (Aboagla y 4 
Terada, 2004 a b). Aboagla y Terada, observaron que al adicionar SDS al diluyente base que 5 
contenía 0,370mM de TREA aumentaba la AI al descongelado (Aboagla y Terada, 2004a b). 6 
En los mencionados trabajos los autores comunicaron que al agregar SDS al diluyente 7 
mejoraba la motilidad. Sin embargo, al aumentar la cantidad de detergente incorporado al 8 
diluyente la misma disminuía. Este mismo efecto pudo observarse en caninos en los cuales 9 
cantidades del 2% de SDS producían mayores alteraciones ultramicroscópicas al 10 
descongelado que 1,5% (Stornelli MA, 2004). En concordancia con lo observado por Aboagla 11 
y Terada en caprinos, Mansilla y col., observaron en caninos que un diluyente que contenía 12 
TREA y SDS mejoró los parámetros seminales comparado con un diluyente Tris base sin el 13 
agregado de estos compuestos, manifestándose el efecto protector de ambos componentes 14 
(Mansilla y col., 2011). En porcinos se evaluó el efecto de la incorporación de TREA a un 15 
diluyente que contenía Orvus ES Paste, observándose una acción benéfica con aumento de la 16 
fluidez de la membrana espermática al descongelado (Gómez-Fernández y col., 2012).  17 
Jiménez, comparó la congelación de EE en el felino doméstico usando distintos 18 
diluyentes comerciales (Triladil®, AndroMed®, Gent®), los cuales son utilizados para la 19 
congelación de semen en otras especies y los comparó con el diluyente Tris base que se usa 20 
comúnmente para criopreservar los EF (Jiménez y col., 2013). Sin embargo no hay trabajos 21 
que combinen la acción de un disacárido como la TREA y un detergente como el SDS 22 
incorporados al diluyente de congelación para criopreservar EF. Sumar la acción protectora de 23 
ambos componentes (TREA+SDS), permitiría proveer a los espermatozoides de un diluyente 24 
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con mayores condiciones para proteger a la célula de las injurias durante el proceso de 1 
criopreservación.  2 
El profundo y sistemático estudio de distintos componentes que permitan realizar una 3 
mejor criopreservación espermática permitirá obtener un diluyente que reúna las condiciones 4 
que requiere el espermatozoide felino para soportar el proceso de congelación-descongelación 5 
y fertilizar ovocitos de manera exitosa. 6 
 El objetivo del presente experimento fue evaluar el efecto de la adición de TREA y 7 
SDS al diluyente Tris sobre la supervivencia espermática al descongelado en felinos. La 8 
hipótesis fue que la incorporación al diluyente Tris de TREA y SDS que ejercen diferente 9 
acción crioprotectora permitirá obtener un diluyente en el cual se potencie la acción protectora 10 
de estas sustancias sobre los EE y espermatozoides seminales durante el proceso de 11 
congelación-descongelación. 12 
 13 
MATERIALES Y MÉTODOS 14 
Con el fin de cumplir con el objetivo planteado se diseñaron dos experimentos. 15 
Experimento 7 16 
 Se utilizaron felinos (n=18) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 17 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilizando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 18 
felinos utilizados fueron incluidos en un plan de control urbano de la reproducción. Luego de 19 
la orquiectomía bilateral, los testículos y EPI de cada ANI se colocaron inmediatamente en 20 
solución fisiológica (SF) con el agregado de 100 IU/ml de penicilina, mantenidos a 21 
temperatura ambiente y enviados rápidamente al laboratorio (Slatter, 1993).  22 
 Los EPI fueron procesados dentro de las 4 hs posteriores a la orquiectomía, tiempo 23 
que se tarda desde la orquiectomía hasta la llegada de los órganos al laboratorio. Se separaron 24 
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las colas de los epidídimos y se atemperaron en un baño termostatizado a 37°C por 10 1 
minutos en 0,75 ml de Tris base (Tris 3,025g, ácido cítrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua 2 
destilada csp 100 ml). La recuperación de los EE se realizó por cutting de la cola del EPI 3 
(Tittarelli y col., 2006).  4 
Pruebas de contrastación del material seminal in vitro: 5 
Los EE obtenidos en Tris base fueron colocados en un baño termostatizado a 37ºC y 6 
sometidos a las mismas pruebas de contrastación descriptas en el experimento 1.  7 
 Para realizar la congelación de los EE se utilizaron dos diluyentes (n=2) diferentes. 8 
Los EE recuperados se mezclaron con un volumen calculado de cada uno de los diluyentes 9 
descriptos para obtener una concentración final de 50 x106 espermatozoides/ml. Se utilizó un 10 
diluyente TRIS sin el agregado TREA+SDS (TRIS) o con el agregado de 0,312% (3.3 11 
mOsm/L) de TREA y 0,25% de SDS (SDS). La dilución de los espermatozoides se realizó en 12 
dos pasos. El diluyente TRIS1 que se utilizó tenía la siguiente composición: Tris (2,4 g), 13 
ácido cítrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), glicerol (3 g), yema de huevo (20% v/v), penicilina 14 
sódica (0,06 g), sulfato de estreptomicina (0,1 g) y agua destilada (csp 100ml; Axner y col., 15 
2004). El diluyente TRIS2A que se utilizó tenía la misma composición que el TRIS1, excepto 16 
que contenía 7% de glicerol (7g) y 0,5% de SDS. El diluyente TRIS2B fue igual al 2A 17 
excepto que no contenía SDS. La primera dilución se realizó pos obtención de los EE. Luego 18 
de un tiempo de equilibración de 1 hora a 4ºC, previo al empaquetado se realizó la segunda 19 
dilución. Luego de la segunda dilución los EE fueron envasados en pajuelas de 0,25 ml y 20 
congelados de acuerdo a la técnica descripta por Axner (Axner y col., 2004). La 21 
descongelación de los EE se realizó a 37 ºC durante 1 minuto (Stornelli MA, 2004). 22 
 Los EE congelados-descongelados fueron sometidos a las mismas pruebas de 23 
contrastación microscópica que los EE frescos. 24 
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Experimento 8 1 
Se utilizaron felinos (n=4) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un 2 
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual, utilzando un diseño aleatorio (Petersen, 1985). Los 3 
felinos fueron alojados en una habitación acondicionada, en jaulas individuales, alimentados 4 
con alimento balanceado (Fit 32®, Royal Canin, Argentina) y agua ad-libitum. Los ANI se 5 
encontraban sometidos a un régimen de luz artificial incandescente con luces de 100 W a 6 
aproximadamente 50 cm de los felinos. Para mantener la producción espermática durante el 7 
estudio se alternaron CFL con CFC (Nuñez y col., 2012). Los felinos fueron anestesiados con 8 
ketamina (25 mg/kg i.m; Ketamina 50®, Holliday-Scott SA, Argentina, xylazina (1mg/kg i.m; 9 
Kensol® Köning SA, Argentina) y atropina (0.04 mg/kg i.m; Atropina® Jhon Martin SA, 10 
Argentina; Slatter, 1993) y sometidos cada 15 días a electroeyaculación (Stornelli MA y col., 11 
2007a; Nuñez y col., 2012). La electroeyaculación fue realizada mediante la técnica descripta 12 
en el experimento 1 del capítulo II. Se obtuvieron un total de 12 eyaculados, 3 por cada ANI. 13 
El semen obtenido fue congelado con los diluyentes y la metodología descripta en el 14 
experimento 7. Se utilizó la misma metodología de descongelación. El semen fresco y 15 
congelado-descongelado fue sometido a las mismas pruebas de contrastación descriptas en el 16 
experimento 1 del capítulo II. 17 
 18 
Análisis estadístico 19 
 Los datos fueron analizados mediante ANOVA con PROC GLM de SAS® (SAS, 20 
2003). 21 
 22 
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Marco bioético del uso de animales 1 
Los experimentos se realizaron respetando las mismas consideraciones bioéticas 2 
especificadas en el experimento 1 del capítulo II. 3 
 4 
RESULTADOS 5 
 En el experimento 7, el porcentaje de MI, IM e AI en los EE frescos fue superior al de 6 
los EE congelados-descongelados (55,55±2,47 vs 15,02±2,47; 3,75±0,13 vs 3,13±0,13; 7 
52,50±2,31 vs 20,33±2,31; 57,16±2,22 vs 40,11±2,22; P<0.001; Figura 5.1. A, C, D). El 8 
porcentaje de MI y VI en los EE congelados con TREA+SDS fue superior a los congelados 9 
con TRIS (20,69±2,48 vs 10,97±2,48; 3,5±0,19 vs 2,69±0,19; p<0.001; Figura 5.2. A, B). El 10 
porcentaje de IM y AI fueron similares entre los EE congelados-descongelados con TRIS o 11 
con TREA+SDS (Figura 5.2. C, D).  12 
 En el experimento 8, el porcentaje de MI, VI, IM e AI en el semen fresco fue superior 13 
al del semen congelado-descongelado (89,37±2,98 vs 12,5±2,98; 4,87±0,32 vs 2,81±0,32; 14 
73,25±4,62 vs 15,25±4,62; 73,25±5,18 vs 36,12±5,18; P<0.001; Figura 5.3 A-D). El 15 
porcentaje de MI y VI en el semen congelado con TREA+SDSD fue superior al congelado 16 
con TRIS (18,75±4,18 vs 6,25±4,18; 3,37±0,44 vs 2,25±0,44 P<0.01; Figura 5.4. A, B). El 17 
porcentaje de IM y AI fueron similares entre el semen congelado-descongelado con TRIS o 18 
con TREA+SDS (Figura 5.4. C, D).  19 
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Figura 5.1. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados. Valores expresados en 29 
CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 5.2. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados con TRIS y con TREA+SDS. 29 
Valores expresados en CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 5.3. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado. Valores expresados en CMM±ES. Letras diferentes 29 
sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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Figura 5.4. Variaciones en el porcentaje de motilidad individual (A), vigor (B), porcentaje de membranas íntegras (C), y porcentaje de 28 
acrosomas intactos (D) entre semen fresco y congelado-descongelado con TRIS y con TREA+SDS. Valores expresados en 29 
CMM±ES. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0,001). 30 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 1 
 La supervivencia espermática luego del procedimiento de criopreservación depende de 2 
varios factores entre ellos de la técnica de congelación, la composición del diluyente, el/los 3 
crioprotector/es utilizado/s, pasos de dilución realizados, tasa de enfriado y método de 4 
descongelación elegido (Aboagla y Terada, 2004b).  5 
Nuestros resultados muestran un descenso significativo en todos los parámetros 6 
evaluados en los espermatozoides congelados-descongelados en comparación con los valores 7 
observados en fresco. El descenso observado en la MI fue superior al observado por otros 8 
autores en EF criopreservados (Axner y col., 2004; Baran y col., 2002; Thuwanut y col., 9 
2008; Mizutani y col., 2010; Chatdarong y col., 2009; Zambelli y col., 2010; Vick y col., 10 
2012; Jiménez Vaquero, 2013).  11 
El descenso observado en la IM en nuestro trabajo al igual que lo ocurrido con la MI, 12 
fue superior al de otros autores (Axner y col., 2004; Tebet y col., 2006; Thuwant y col., 2008; 13 
Thuwant y Chatdarong, 2009; Jiménez Vaquero, 2013; Villaverde y col., 2013). Las 14 
diferencias observadas podrían atribuirse a los factores discutidos en el experimento 1 de esta 15 
Tesis.  16 
 No se han realizado trabajos previos en felinos donde se combine un disacárido y un 17 
detergente en el diluyente de congelación. A partir de datos obtenidos en experimentos 18 
previos en esta tesis se decidió formular un diluyente que combinó un detergente (SDS) y un 19 
disacárido (TREA).  20 
 En concordancia con lo observado en trabajos en otras especies, nuestros resultados 21 
mostraron un efecto prositivo sobre la MI y VI en el diluyente que contiene TREASDS 22 
cuando lo comparamos con el TRIS base sin los mensionados compuestos (Mansilla y col., 23 
2011; Aboagla y Terada, 2004a, b; Gómez-Férnandez y col., 2012). En ovinos se vió un 24 
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aumento de la motilidad con el agregado de 0,1% de SDS. El aumento en la concentración de 1 
detergente por encima de este valor influyó negativamente en la motilidad (Aboagla y Terada, 2 
2004a, b). En porcinos tambíen se pudo observar un efecto protector sobre los 3 
espermatozoides criopreservados al utilizar un diluyente con TREA y SDS, pero las 4 
concentraciones de SDS fueron superiores a las utilizadas en nuestro estudio (Gómez-5 
Férnandez y col., 2012). 6 
 En nuestros resultados se puede observar una tendencia del diluyente a proteger la 7 
integridad de la membrana acrosómica. En el caprino, el efecto positivo del diluyente sobre la 8 
AI, necesitó concentraciones de detergente superiores a las nuestras (0,5%-0,75%), es decir 9 
que en esta especie el agregado de SDS a un diluyente con TREA-yema de huevo mejora 10 
significativamente la congelabilidad del semen (Aboagla y Terada, 2004 a, b). Así mismo, la 11 
congelación en caprinos se realizó en dos pasos, estando ausente el GLY en el primer paso del 12 
protocolo (Aboagla y Terada, 2004 a, b). En los trabajos anteriormente mencionados puede 13 
observarse el efecto benéfico del detergente sobre la supervivencia espermática al 14 
descongelado. Sin embargo se obervan diferencias en la composición del diluyente, 15 
concentración del detergente, uso de otras sustancias y agregado de GLY, lo cual podría 16 
relacionarse con la diferente composición del diluyente en relación a la especie estudiada.  17 
 En nuestro trabajo se observa que la utilización de un diluyente Tris base que posea en 18 
su composición el agregado de 0,312% TREA y 0,25% de SDS tiene un efecto protector 19 
mayor sobre los EF congelados-descongelados que un diluyente Tris base sin el agregado de 20 
TREA+SDS. Futuros estudios que permitan realizar modificaciones en el diluyente y ajustes 21 
en el protocolo de congelación-descongelación podrían mejorar los resultados obtenidos al 22 
criopreservar EE y espermatozoides seminales en el felino domestico.   23 
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CAPITULO VI 1 
 2 
ESTUDIOS ULTRAMICROSCÓPICOS DE LOS ESPERMATOZOIDES FELINOS 3 
CONGELADOS-DESCONGELADOS 4 
 5 
INTRODUCCIÓN 6 
 La microscopía electrónica (ME) es una herramienta usada en humanos para detectar 7 
la presencia de malformaciones espermáticas y permite evaluar aquellas alteraciones que 8 
causan infertilidad en los mismos (Baccetti y col., 1995; Baccetti y col., 2002). Así mismo en 9 
animales, la ME ha sido utilizada como una herramienta para el estudio morfológico de la 10 
célula espermática (Holt y col., 1998; Alvarenga y col., 2000; Jones y Stewart, 1979). En 11 
caninos mediante el uso del microscopio electrónico de barrido (MEB) y el microscopio 12 
electrónico de transmisión (MET) se han identificado anormalidades espermáticas en el 13 
semen fresco y daños, ocurridos durante el proceso de congelación-descongelación, en el 14 
semen criopreservado (Holt y col., 1998; Stornelli MA y de la Sota, 2006; Stornelli MA y 15 
col., 2007c; Jurado y col., 2008).  16 
 Si bien las pruebas rutinarias de contrastación seminal brindan información acerca de 17 
la cantidad y calidad de los espermatozoides de una muestra, estas no ofrecen información 18 
completa sobre el potencial fertilizante del material seminal (Jurado y col., 2008; Dunphy y 19 
col., 1989). La motilidad y la morfología espermática, evaluadas mediante microscopía 20 
óptica, son indicadores groseros de la capacidad fertilizante de ese semen, un daño subcelular 21 
puede afectar la fertilidad sin modificar la motilidad espermática o la morfología espermática 22 
observable al MO (Blottner y col., 2001). De esta forma, células espermáticas 23 
morfológicamente normales al MO pueden presentar alteraciones estructurales detectables al 24 
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ME (Tasseron y col., 1977). Las pruebas con tinciones fluorescentes resultan excelentes para 1 
evaluar la integridad de las membranas de los espermatozoides, pero aún así, el estudio 2 
ultramicroscópico puede proveer información mucho más detallada sobre la estructura 3 
subcelular (Barthelemy y col., 1990; Markova, 2004; Nishizono y col., 2004).  4 
 En el MET se pueden observar cortes ultrafinos (60-90 nm) de la célula espermática, 5 
lo que permite evaluar las estructuras intracelulares que la componen y los cambios 6 
ultraestructurales que se puedan producir en ella (Pedersen y Fawcett, 1976; Zamboni, 1987; 7 
Zamboni, 1991; Dadoune, 1988). Los espermatozoides criopreservados sufren cambios a 8 
nivel estructural, algunos de estos son similares a los producidos durante los procesos de 9 
capacitación y reducen la longevidad espermática (Paulens, 1993). Es así que el estudio de la 10 
ultraestructura espermática nos brinda información detallada sobre la integridad del 11 
espermatozoide pudiendo ser una herramienta sumamente útil en la detección de alteraciones 12 
estructurales que interfieren en el proceso de fecundación (Jurado y col., 2008).  13 
 Para establecer el grado de daño asociado al proceso de congelado-descongelado de 14 
los espermatozoides, el examen morfológico estructural y ultraestructural es de vital 15 
importancia, debido a que permite detectar defectos a nivel de cabeza, pieza media y cola 16 
(Hammerstedt y col., 1990; Parks y Graham, 1992; Jurado y col., 2008). Un ejemplo de 17 
características morfológicas no observadas al MO son ciertas malformaciones acrosomales, 18 
que sólo pueden detectarse mediante ME (Long y col., 1996).  19 
 El MET es el método más certero al momento de detectar daños sub-microscópicos y 20 
localización de daños luego de realizar algún tratamiento (Jurado y col., 2008; Ozkavukcu y 21 
col., 2008; Plummer y Watson, 1988; Reichart y col., 2000). Se han observado diferentes 22 
alteraciones mediante el MET y MEB en el semen congelado-descongelado en distintas 23 
especies. Algunas de las alteraciones ultramicroscópicas descriptas en el caninos son 24 
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alteración acrosómica, distribución irregular del contenido acrosómico e hinchamiento, 1 
vesiculación de la membrana acrosomal externa, hinchamiento y pérdida de la homogeneidad 2 
y densidad del contenido acrosómico (Jurado y col., 2008; Liakatas y col., 1982; Stornelli MA 3 
y col., 2004a b). En los espermatozoides criopreservados caninos, la pieza media ha mostrado 4 
signos de daño como vacuolización mitocondrial (Silva y col., 2009). Las alteraciones 5 
halladas con más frecuencia se observan en las membrana plasmática y acrosomal y las 6 
mitocondrias (Ardrit y col., 2006). Estudios ultramicroscópicos realizados por algunos 7 
investigadores sugieren que el acrosoma es una estructura especialmente sensible, siendo el 8 
porcentaje de acrosomas dañados uno de los factores que compromete la fertilidad de los 9 
espermatozoides (Christensen y col., 1992; Grondahl y col., 1994; Blottner y col., 2001). 10 
 Ardrit y col., congelaron espermatozoides de elefante utilizando 2 diluyentes 11 
diferentes, uno con el agregado de GLY y otro con el agregado Dimetil sulfóxido (DMSO; 12 
Ardrit y col., 2006). El estudio ultraestructural permitió observar un mayor porcentaje de 13 
espermatozoides morfológicamente normales en las muestras congeladas con el diluyente que 14 
contenía GLY. Este resultado podría atribuirse a la toxicidad del DMSO ya que ambos medios 15 
poseían osmolalidades similares (1480 mOsm DMSO vs 1478 mOsm GLY; Ardrit y col., 16 
2006). Es así que el estudio ultraestructural del semen congelado-descongelado permite 17 
observar no solo la ocurrencia del daño celular sino también la estructura afectada 18 
permitiendo estimar el impacto protector del diluyente (Jurado y col., 2008; Savignone y col., 19 
2008).  20 
 En bovinos la etapa de enfriamiento causa hinchamiento del acrosoma, mientras que al 21 
congelar-descongelar se observó ruptura del acrosoma y de la pieza media (Jones y Stewart, 22 
1979). En humanos se observaron sólo ligeros cambios en la ultraestructura celular luego de 23 
la dilución y al congelado, como hinchamiento de la membrana acrosomal, contenido 24 
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acrosomal menos homogéneo, con acrosomas hinchados y aumento de la heterogeneidad 1 
acrosomal (Wolley y Richardson, 1978). En el mencionado trabajo se observaron los mayores 2 
cambios durante el proceso de descongelado. Sin embargo, durante el enfriado y congelado el 3 
espermatozoide puede sufrir cambios subletales que no se detectados microscópicamente 4 
(Wolley y Richardson, 1978). 5 
 Según Pukazhenthi y col., el enfriado rápido induce daño acrosomal sin alterar la 6 
motilidad espermática en el canino (Pukazhenthi y col., 1999). Un trabajo en caninos reveló 7 
que durante la dilución no se produjeron cambios significativos en la ultraestructura; sin 8 
embargo, el enfriado causó un aumento de alteraciones acrosomales con consecuencias en la 9 
viabilidad espermática (Burguess y col., 2001). Es decir, que las distintas estructuras de la 10 
célula muestran diferente susceptibilidad al estrés físico-químico que ocurre durante la 11 
criopreservación (Blottner y col, 2001; Pukazhenthi y col., 1999; Nagy y col., 1999).  12 
 Un trabajo realizado en ovinos en el cual se realizó el estudio ultramicroscópico del 13 
semen criopreservado, sugiere que el efecto ejercido por el tipo de diluyente utilizado y el 14 
proceso empleado de congelación son especie-específicos (Cabrita y col., 2011). Es así que 15 
las alteraciones espermáticas encontradas al MET pueden variar entre las diferentes especies.  16 
 En la especie felina existe una gran variabilidad individual en los parámetros 17 
seminales hecho, que influye en la calidad y capacidad fecundante del semen. A pesar de los 18 
avances en la microscopía electrónica de transmisión son pocos los trabajos que estudian el 19 
espermatozoide en esta especie (Long y col., 1996; Pukazhenthi y col., 1999; Tebet y col., 20 
2006). Debido a que aún no se encuentran estandarizados los protocolos de congelación para 21 
la preservación de EF, la utilización de la ME podría brindar datos que permitan mejorar los 22 
protocolos de congelación con el consecuente aumento de la supervivencia espermática al 23 
descongelado. Es así que el estudio ultramicroscópico resultaría de gran valor para evaluar el 24 
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tipo y frecuencia de daño para determinar el comportamiento de un diluyente en los diferentes 1 
compartimentos celulares.  2 
 El objetivo del presente experimento fue estudiar las alteraciones ultramicroscópicas 3 
observadas en los EF congelados-descongelados y caracterizar el tipo de daño según el 4 
diluyente utilizado. La hipótesis fue que los EF congelados-descongelados presentan 5 
alteraciones ultraestructurales relacionadas con la formulación del diluyente utilizado.  6 
 7 
MATERIALES Y MÉTODOS 8 
Experimento 9  9 
Se realizó el estudio ultraestructural de los EE frescos y los EE congelados-10 
descongelados de cada uno de los diluyentes utilizados en los experimentos 1, 3, 5 y 7, con el 11 
fin de estudiar los cambios que provocan los procesos de congelación-descongelación sobre la 12 
célula espermática en relación al diluyente utilizado (Jurado y col., 2008). 13 
 14 
Estudio ultraestructural-Microscopía electrónica de transmisión  15 
 Las muestras se fijaron en glutaraldehído al 2 % en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4). Se 16 
centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos y el pellet obtenido permaneció en el fijador 17 
durante 2 hs a 4 ºC. La fijación secundaria se realizó con tetróxido de osmio al 1 % durante 1 18 
hora a 4 ºC y posteriormente, los espermatozoides se deshidrataron en una serie creciente de 19 
alcoholes y se incluyeron en resina Epoxi (Jurado y col., 2008). Los cortes ultrafinos (90 nm) 20 
se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Estas muestras se examinaron con 21 
un MET JEM 1200 EX II (JEOL Ltd., Tokio, Japón) y se fotografiaron con una cámara 22 
Erlangshen ES1000W, Modelo 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California, USA) del Servicio 23 
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Central de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. Se 1 
evaluaron 100 cabezas y 100 colas.  2 
 Los EF criopreservados se descongelaron y procesaron de la misma forma que los EF 3 
frescos. 4 
 Se calculó el IC de la contrastación ultramicroscópicas de acuerdo a la siguiente 5 
ecuación: (IC=valor de la contrastación descongelado/valor de la contrastación en fresco). 6 
 7 
Análisis estadístico 8 
 Los datos se analizaron mediante ANOVA con PROC GLM de SAS (SAS, 2003). 9 
 10 
Marco bioético del uso de animales 11 
 Los experimentos se realizaron respetando las mismas consideraciones bioéticas 12 
especificadas en experimento 1 del capitulo II.  13 
  14 
RESULTADOS 15 
Estudio ultramicroscópico de EE  16 
 En los EE frescos el 58,8±5,66% de las cabezas y el 83,5±9,59% de las colas 17 
mostraron morfología normal al ME. En algunas células se observó la presencia de 18 
anormalidades como alteraciones acrosomales (Liping, que en algunos casos presentaba un 19 
espacio en su interior sin contenido acrosomal), núcleos con “vacuolas” en su interior, defecto 20 
de “Dag”, colas dobles, cabezas dobles, axonemas incompletos (Figura 6.1 A-D).  21 
 En las muestras de EE congelados-descongelados, las alteraciones ultraestructurales 22 
observadas fueron: hinchazón, formación de pliegues y ruptura en la membrana plasmática y 23 
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acrosomal, vesiculación en la membrana acrosomal externa y plasmática y vacuolas 1 
mitocondriales (Figura 6.2 A-D).  2 
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Gafico 6.1. Evaluación ultrmicroscópica de espermatozoides frescos. A; Corte longitudinal a nivel de la cabeza. Se observan acrosomas 29 
defectusos (flecha roja), lipping (flecha amarilla); B: Defecto de “Dag”: caracterizado por el enrollamiento de la cola alrededor 30 
de la cabeza envuelta por una membrana plasmática intacta; C: Se observan colas dobles; D: Se observan cabeza doble (flecha 31 
gris), gota citoplasmática (flecha blanca), colas dobladas (flechas negras).32 
A 
C 
D 
B 
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Figura 6.2. Evaluación ultrmicroscópica de espermatozoides congelados-descongelados. A: Membrana plasmática muy hinchada, 30 
membrana acrosomal ligeramente hinchada; B: Membrana plasmática y acrosomal muy hinchadas; C: Fusión de las mebranas 31 
acrosomales y formación de vesículas; D: Mitocondrias hinchadas.  32 
A 
C 
B 
D 
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En todos los experimentos el porcentaje de EE sin daños ultramicroscópicos fue 1 
significativamente mayor tanto en las cabezas como en las colas en los EE frescos en 2 
comparación con los EE congelados-descongelados (Tabla 6.1 y 6.2). 3 
 4 
Tabla 6.1. Porcentaje de cabezas espermáticas normales en espermatozoides epididimales 5 
frescos y congelados-descongelados en cada uno de los experimentos. 6 
EE FRESCOS TREAA DMFB SDSC TREASDS 
58,8±5,66 20,18±9,14 10,25±1,24 25±4,15 20,37±2,06 
ATrealosa; BDimetilformamida; CDodecil Sulfato de Sodio 7 
 8 
Tabla 6.2. Porcentaje de colas espermáticas normales en espermatozoides epididimales 9 
frescos y congelados-descongelados en cada uno de los experimentos.  10 
EE FRESCOS TREAA DMFB SDSC TREASDS 
83,5±9,59 67,7±3,09 59,27±3,92 54,07±4,3 48,25±3,59 
ATrealosa; BDimetilformamida; CDodecil Sulfato de Sodio 11 
 En las muestras procesadas en el experimento 1, se observó una tendencia a proteger 12 
más las cabezas de los espermatozoides congelados con TREA vs el diluyente TRIS 13 
(22,04±4,45 vs 18,33±3,69 % de cabezas normales respectivamente).  14 
 En las muestras procesadas en el Experimento 3, se observó una tendencia a proteger 15 
más las colas de los espermatozoides congelados con el diluyente TRIS vs el diluyente con 16 
DMF (64,66±11,18 vs 52,8±5,39% de respectivamente). 17 
 En las muestras procesadas en el experimento 5, se observó una tendencia a proteger 18 
más las cabezas de los espermatzoides congelados con el diluyente SDS vs el diluyente TRIS 19 
(28,58±5,474 vs 21,42±5,47% respectivamente). 20 
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 En las muestras procesadas en el experimento 7, se observó una tendencia a proteger 1 
las muestras congeladas-descongeladas con TREA+SDS cuando se las comparó con el 2 
diluyente TRIS tanto para las cabezas como para las colas (24,18±3,94 vs 17,33±1,65; 3 
53,55±6,99 vs 42,95±1,28 respectivamente).  4 
 La localización de los daños ocurridos durante la congelación-descongelación de los 5 
EE en los distintos experimentos pueden observarse en la Tabla 6.3 y 6.4.  6 
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Tabla 6.3. Porcentaje de daños espermáticos observados en las cabezas de los 1 
espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados.  2 
 EE Frescos (%) 
EE Congelados-
descongelados (%) 
Acrosoma irregular 0,21 1,5 
Espacio subacrosomal 0,44 1,65 
MPA hinchada + 8,55 3,53 
MP hinchada ++ 5,63 2,06 
MP hinchada +++ 0,2 2,79 
MP hinchada sin acrosoma 0,45 7,13 
MP hinchada y contenido acrosomal heterogéneo 0 1,76 
MP hinchada y menor contenido acrosomal 0 5,3 
MP rota 13,44 19,78 
MP rota y contenido acrosomal heterogéneo 0,45 1,36 
MP y acrosomal hinchadas 0 1,32 
MP y acrosomal vesiculadas  1,6 22,47 
Menor contenido acrosomal 0 4,37 
Otras alteraciones 10,23 6,03 
Total  41,2 81,05 
AMembrana plasmática  3 
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Tabla 6.4. Porcentaje de daños espermáticos observados en las colas de los espermatozoides 1 
epididimales frescos y congelados-descongelados.  2 
 
EE 
Frescos 
(%) 
EE Congelados-
descongelados (%) 
Membrana plasmática hinchada 5,65 18,05 
Membrana plasmática hinchada y mitocondrias vacuoladas 0,22 0,77 
Mitocondrias vacuoladas 2,44 14,8 
Pérdida de estructura 1,44 1,3 
Pérdida de microtúbulos 4,88 4,18 
Otras alteraciones 1,87 3,58 
Total  16,5 42,68 
 3 
 Se puede observar que las dos alteraciones más frecuentes en la cabeza de los EE 4 
criopreservados son la membrana plasmática y acrosomal vesiculadas y la membrana 5 
plasmática rota (22,47% y 19,78%, respectivamente). Mientras que en la cola los daños más 6 
frecuentes fueron la membrana plasmática hinchada y la presencia de vacuolas en las 7 
mitocondrias (18,05% y 14,8%, respectivamente).  8 
9 
97 
 
DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 1 
 Nuestros resultados muestran un gran número de EF frescos con daños 2 
ultraestructurales. Este hecho podría atribuirse al procesamiento al que son sometidos los 3 
espermatozoides para ser evaluados al MET. Algunos autores han demostrado que los 4 
espermatozoides de felinos teratospérmicos, son más susceptibles al proceso de enfriamiento 5 
y criopreservación (Howard y col., 1993; Wildt, 1994; Pukazhenthi y col., 1999). Tal vez esto 6 
mismo ocurra con el proceso al que las células son sometidas para su estudio mediante ME. 7 
 Así mismo fue posible observar la presencia de algunas anormalidades como defecto 8 
de Dag, cabezas y colas dobles, alteración de los axonemas, siendo estas alteraciones 9 
similares a las halladas en trabajos realizados en caninos (Stornelli MA, 2004; Jurado y col., 10 
2008). Como hemos citado anteriormente, el felino doméstico es considerado teratospérmico; 11 
las anormalidades acrosómicas encontradas en nuestro trabajo concuerdan con las observadas 12 
por otros autores (Long y col., 1996; Tebet y col., 2006). En nuestras muestras pudimos 13 
observar la presencia de algunas vacuolas en el núcleo de las células espermáticas que 14 
también se han detectado en humanos y en el felino doméstico (Mortimer, 1994; Long y col., 15 
1996). La cromatina del espermatozoide humano está altamente condensada con una densidad 16 
homogénea al ME, aunque la presencia de pequeñas vacuolas puede ser común lo que 17 
coincidiría con nuestros hallazgos. (Mortimer, 1994). Por otro lado, el estudio 18 
ultramicroscópico realizado nos permitió evaluar el grado de daño producido por los procesos 19 
de congelación-descongelación sobre las células espermáticas y sus estructuras. Estos 20 
resultados concuerdan con lo observado en caninos por Stornelli y col., quienes comunicaron 21 
un porcentaje mayor de alteraciones espermáticas en las muestras congeladas-descongeladas 22 
cuando se las comparó con el semen fresco (Stornelli MA y col., 2004a; Stornelli MA y col., 23 
2007c). En bovinos, ovinos, porcinos, Chinchilla y humanos los resultados del estudio 24 
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ultramicroscópico del semen criopreservado han demostrado mayor cuantía de daño en 1 
espermatozoides congelados-descongelados en comparación con las muestras de 2 
espermatozoides frescos, hecho coincidente con lo observado en nuestro trabajo (Jones y 3 
Stewart, 1979; Quinn y col., 1969; Nath, 1972; Pedersen y Lebech, 1971; Healey, 1969).  4 
 En concordancia con otros autores, en nuestro trabajo, los principales daños se 5 
observaron en la membrana plasmática, membrana acrosomal y en las mitocondrias (Jurado y 6 
col., 2008; Rodriguez-Martinez y col., 1993; Ström y col., 1998; Silva y col., 2009). De 7 
acuerdo con lo descripto por Tebet y col., hay una alta incidencia de alteraciones acrosomales 8 
observados luego de la criopreservación (Tebet y col., 2006). La ondulación de la membrana 9 
acrosomal fue frecuente y coincidió con lo observado en caninos (Burguess y col., 2001). Lo 10 
mismo ocurrió con otras alteraciones observadas como la vesiculación de la membrana 11 
acrosomal y perdida del contenido acrosomal, los cuales podrían ser signos de falsa reacción 12 
acrosomal (RA; Eilts, 2005; Rodriguez-Martinez y col., 1993; Alvarenga y col., 2000; Jurado 13 
y col., 2008; Stornelli, MA 2004; Mansilla Hermann y col., 2012). Para Yanagimachi y Noda 14 
el hinchamiento acrosomal es un estado previo a la RA (Yanagimachi y Noda, 1970).  15 
 En concordancia con Ardtit y col., nuestras observaciones sugieren que la 16 
criopreservación induce también un daño en las mitocondrias, y que esto podría ser la causa 17 
de la baja motilidad espermática al descongelado (Ardrit y col., 2006). Las vacuolas 18 
encontradas en las mitocondrias de los espermatozoides criopreservados podrían estar 19 
relacionadas con el acumulo de agua o con un proceso degenerativo, hecho descripto por 20 
algunos autores en relación al fenómeno de apoptosis celular (Silva y col., 2009; Blanc-21 
Layrac y col., 2000). Se ha descripto que luego de la formación de cristales de hielo durante la 22 
congelación estos pueden causar daño intracelular (Woolley y Richardson, 1978; Gao y col., 23 
1995; Watson, 1976; Watson, 1981; Watson y Duncan, 1988). En humanos, las 24 
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anormalidades ubicadas a nivel mitocondrial afectan directamente la motilidad espermática 1 
afectando la fertilidad (Rao y col., 1989; Grunewald y col., 2008). La integridad funcional de 2 
la mitocondria podría ser fundamental para la supervivencia espermática en el tracto genital 3 
femenino (Silva y col., 2009). 4 
 Para mantener el potencial fértil de los espermatozoides luego del proceso de 5 
criopreservación, es necesario mantener la integridad estructural como funcional de las 6 
membranas. Por lo tanto, los daños hallados en nuestro estudio podrían comprometer la 7 
capacidad fecundante de los espermatozoides. En equinos un aumento en los espermatozoides 8 
con daño en la membrana es indicador de reducción de la fertilidad (Zhang y col., 1990; 9 
Grondahl y col., 1994). Stornelli y col., concluyeron que las alteraciones observadas al MET 10 
en el semen criopreservado en caninos, afectan la funcionalidad y capacidad fecundante de 11 
esos espermatozoides (Stornelli MA y col, 2004a; Jurado y col., 2005; Mansilla Hermann y 12 
col., 2012). Por lo tanto, podríamos hipotetizar que lo mismo sucede con los EF que han 13 
sufrido daños y no han resistido el proceso de criopreservación. Sin embargo, son necesarias 14 
pruebas de fertilidad para confirmar esta hipótesis.  15 
Woolley y Richardson evaluaron la ultraestructura del espermatozoide humano 16 
durante las distintas etapas del proceso de congelación-descongelación detectando, al igual 17 
que lo observado por nosotros en el felino doméstico, una disminución de células íntegras 18 
luego del proceso de criopreservación (Woolley y Richardson, 1978). Así mismo, en sus 19 
observaciones destacaron alteraciones acrosomales como hinchazón y aumento de la 20 
heterogeneidad del contenido acrosomal, estando limitado al segmento apical, ya que el 21 
segmento ecuatorial se mantuvo inalterado (Woolley y Richardson, 1978). Nuestros 22 
resultados muestran que en el felino doméstico las alteraciones que predominan en la cabeza 23 
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son la ruptura o hinchazón, en distintos grados, de la membrana plasmática y ausencia del 1 
acrosoma. 2 
 En nuestros resultados se observa una tendencia a proteger las cabezas de los EE 3 
criopreservados con los diluyentes que contenían TREA y TREA+SDS con respecto a 4 
aquellos diluyentes que no los contenían o que estuvieron compuestos por DMF o SDS. En el 5 
ovinos se observó una reducción del número de daños en los espermatozoides que fueron 6 
criopreservados en un diluyente que contenía TREA, comparado con uno que no lo contenía o 7 
que conjugó TREA-EDTA (Aisen y col., 2005). En este trabajo observaron que la TREA 8 
conservó la integridad de la membrana plasmática y acrosomal, especialmente en la región 9 
apical (Aisen y col., 2005. Tal vez esta diferencia utilizando el mismo disacárido, pudo 10 
deberse a las diferentes concentraciones de TREA utilizadas en ambos trabajos. 11 
 Las estructuras celulares tienen diferente susceptibilidad frente a distintas condiciones 12 
fisicoquímicas causantes de estrés celular, hecho que varía entre las especies, y que podría 13 
determinar las diferencias en el tipo de alteración que se presenta en mayor cuantía (Blottner y 14 
col., 2001). Así mismo, se ha demostrado que la membrana que rodea la cabeza difiere en 15 
estructura y permeabilidad de la membrana que rodea el flagelo factor que podría explicar la 16 
diferencia en la cuantía de daño observada en la cola y la cabeza (Courtens y col., 1989). 17 
Existen trabajos que demuestran la relación entre el tipo y localización del daño y el impacto 18 
de distintos componentes incluidos en el diluyente para mejorar el efecto protector (Stornelli 19 
MA y col., 2004b; Stornelli MA y col., 2007c). En el elefante el grado de daño fue 20 
dependiente de la concentración de DMSO en el diluyente de congelación (Ardtit, 2006). Es 21 
así que las variaciones de temperatura durante los distintos pasos causan cambios en la 22 
composición y estructura de la membrana (Ardtit, 2006). Probablemente la re-cristalización 23 
que ocurre durante el descongelado genere alguno de los daños intracelulares que se detectan 24 
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en el ME (Wolley y Richardson, 1978). Sin embargo, es posible que durante el enfriado y 1 
congelado el espermatozoide experimente cambios sutiles que no son detectados por 2 
microscopía (Wolley y Richardson, 1978).  3 
 La localización celular de los daños observados al descongelado en los EF estudiados 4 
en nuestro trabajo concuerda con los sitios de daño descriptos en otras especies, luego de que 5 
los espermatozoides fueran sometidos al proceso de enfriado, congelado y descongelado 6 
(Jurado y col., 2008, Jones y Stewart, 1979; Quinn y col., 1969; Ardtit, 2006). El estudio 7 
ultramicroscópico de los EF nos permitió observar alteraciones ultraestructurales que no se 8 
pueden detectar por otros métodos de evaluación seminal.  9 
 Podemos concluir, que el estudio ultramicroscópico reveló un mayor porcentaje de 10 
alteraciones en los EF congelados-descongelados en comparación con los espermatozoides 11 
frescos, hecho que muestra que el proceso de criopreservación afecta a la célula espermática 12 
como ha sido demostrado en otras especies.  13 
 Se observó una tendencia a proteger más las cabezas de los espermatozoides 14 
congelados con TREA y con SDS al compararlo con el diluyente TRIS, así como una 15 
tendencia a proteger tanto las cabezas como las colas con el diluyente TREA+SDS 16 
comparado con el TRIS. El estudio de mayor número de muestras permitirá definir si esta 17 
tendencia marca un efecto protector del disacárido y/o el detergente sobre las estructuras arrib 18 
amencionadas.  19 
 Los resultados obtenidos aportan datos que permiten avanzar en el estudio del proceso 20 
de criopreservación en el felino doméstico.  21 
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CONCLUSIONES GENERALES 1 
 2 
En el presente trabajo no se observaron diferencias en el origen de los EF, concluyendo 3 
que los espermatozoides epididimales y los espermatozoides eyaculados felinos responden de 4 
igual forma al proceso de congelación-descongelación. 5 
  La adición de TREA en las condiciones experimentales y a la concentración utilizada 6 
no produjo variaciones en los parámetros seminales evaluados. Es posible que los EF 7 
necesiten un diluyente con mayor concentración de TREA a las utilizadas, sin que ésta eleve 8 
la osmolalidad a un nivel que afecte la viabilidad espermática, para observar la acción 9 
protectora del disacárido. El reemplazo de parte del glicerol por DMF a un diluyente Tris base 10 
no mejoró la supervivencia espermática al descongelado en felinos, bajo las condiciones 11 
experimentales realizadas. La adición de SDS a un diluyente Tris base, ejerce un efecto 12 
protector mayor que un diluyente Tris base sin el agregado de SDS sobre los espermatozoides 13 
felinos congelados-descongelados. Así mismo, un diluyente que contenga en su composición 14 
SDS y TREA, ejerce un efecto protector mayor sobre los espermatozoides felinos congelados-15 
descongelados que un diluyente Tris base sin el agregado de TREA+SDS. 16 
 El felino doméstico presenta un gran número de espermatozoides con anormalidades 17 
estructurales, algunas las cuales podrían hacer más sensible a los espermatozoides felinos al 18 
proceso de congelación. El proceso de congelación-descongelación genera daños estructurales 19 
y ultraestructurales en los espermatozoides felinos que podrían comprometer su capacidad 20 
fecundante. 21 
22 
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